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“Given that plasma membrane disruption is ubiquitous among all forms of life, the study 
of the cellular response to the insult of pore formation may provide insight into broadly 
relevant mechanisms for cellular preservation and survival.”   
 
Cassidy in O’Riordan, (2013)
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C Stopinja Celzija, enota za temperaturo 
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1 UVOD 
Celične membrane so ključne strukture, ki omogočajo prostorsko in biokemijsko 
ločitev celic od okolja. Celico ščitijo pred spreminjajočim se zunanjim okoljem, hkrati 
pa so selektivno propustne, zelo dinamične in odzivne strukture, ki celicam 
omogočajo informacijsko komunikacijo z okoljem (Schmick in Bastiaens, 2014). 
Porotvorni proteini (PFP), ki tvorijo pore v celičnih membranah, modificirajo celične 
membrane do te mere, da postanejo propustne za ione, majhne molekule in v 
določenih primerih celo makromolekule. V naravi so PFP ključni pri mnogih 
patogenih za uspešno infekcijo, nekateri pa imajo pomembno vlogo pri zaščiti 
organizma (Maček in Lebez, 1988; Leung in sod., 2017). Eden izmed predstavnikov 
PFP je tudi listeriolizin O (LLO), protein, ki ga izloča bakterija Listeria 
monocytogenes (L. monocytogenes), in ima pomembno vlogo pri okužbi gostiteljske 
celice, ki lahko povzroči hudo bolezen ljudi in živali, listeriozo (Gray in Killinger, 
1996; Hamon in sod., 2012). Mathew in sod. (2003) so uspešno uporabili porotvorni 
LLO vstavljen v umetno pripravljene vezikle (liposome) za dostavo antisense 
oligonukleotidov v celice in s tem inhibicijo tarčnega proteina ter njegove mRNA. 
Liposomi so umetno pripravljeni vezikli, vse celice pa sproščajo tudi naravne vezikle, 
ki jih s skupnim imenom imenujemo zunajcelični vezikli (ZV). Različne celice 
izločajo različne ZV, na sestavo in količino izločenih ZV pa vpliva tudi trenutno 
fiziološko stanje celice. ZV vsebujejo celične proteine in markerje, kar omogoča 
drugim celicam, da jih prepoznajo (Manček-Keber in sod., 2017). Zlitje s prejemniško 
celico je lahko specifično, kot so pred kratkim pokazali Pi in sod. (2017), ki so z 
vstavitvijo RNA aptamera v ZV dosegli, da so se ZV zlili z določenim tipom celic. V 
magistrski nalogi smo želeli raziskati vpliv PFP na sproščanje ZV in preživetje pri 
sesalskih celicah. Opazovali smo kvantitativne spremembe v vezikulaciji (sproščanje 
ZV) celic izpostavljenih PFP ter ob tem spremljali živost celic. Primerjali smo vplive 
LLO ter njegovih dveh mutantov LLOY406A in LLOA318C-L334C. Mutant LLOY406A pri 
kislem pH deluje podobno kot divji tip, pri fiziološkem pH, kjer je pri teh pogojih 
divji tip še zelo aktiven, pa je mutant neaktiven. Zgradba mutanta LLOA318C-L334C je v 
oksidiranem stanju (LLOA318C-L334C ox) zaklenjena v določeni konformaciji, ki ne 
omogoča tvorbe pore, v reducirani obliki pa deluje podobno kot divji tip proteina. V 
naši raziskavi nas je še posebej zanimal odziv celic na od pH-odvisnega mutanta, ki 
je aktiven samo pri pH nižjem od 7.0 (Kisovec in sod., 2017). Dolgoročno bodo 
rezultati raziskave lahko pomagali pri ugotovljanju odziva celic na PFPje za uporabo 
v farmaciji, in sicer kot potencialne sestavine sistemov za dostavo učinkovin. Zaradi 
tega smo si v magistrski nalogi zadali za cilj, da bi izvedeli čim več o vplivu LLO na 
izločanje ZV in na viabilnost celic ter primerjali učinek divjega tipa proteina z 
učinkom njegovih mutantov, ki pri določenih pogojih ne tvorita por (Kisovec in sod., 
2017; Cajnko in sod., 2015).  
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Hipoteze: 
• Celice bodo proizvajale več ZV ob višjih koncentracijah PFP. 
• Višje koncentracije PFP bodo povzročile smrt celic, razen pri mutantih, ki so 
neaktivni. 
• Pričakujemo razlike v celičnem odzivu na divji tip LLO in njegovih dveh 
mutantov LLOY406A in LLOA318C-L334C. 
• Pri mutantih, ki niso citotoksični, bo izločanje ZV majhno, oziroma primerljivo s 
kontrolo. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PROTEINI, KI TVORIJO PORE V CELIČNIH MEMBRANAH (PFP) 
Veliko PFP je bakterijskih in so v večini primerov povezani z bakterijsko patogenezo, 
primer takega proteina je listeriolizin O. Poznamo pa tudi nekaj takih, ki jih izločajo 
evkarionti, na primer perforin ter ekvinatoksini iz morskih veternic. Perforin je 
prisoten v sekretornih granulah naravnih celic ubijalk in citotoksičnih limfocitiov T. 
Izjemno pomemben je pri imunskem odzivu, ko se lahko veže na membrano rakastih 
celic ali celic okuženih z virusi ter v njihovih membranah tvori pore, kar sproži 
kaskado dogodkov, ki lahko vodijo v celično smrt. Ekvinatoksini iz morskih vetrnic 
so prav tako citotoksični proteini, ki jih živali izločajo v obrambne namene ( Maček 
in Lebez, 1988;  Leung in sod., 2017).  
Geni, ki nosijo informacije za različne PFP, imajo zelo raznolika zaporedja 
nukleotidov, ki pa so na nekaterih delih dobro ohranjena. Te evolucijsko ohranjene 
regije DNA imajo tudi zapise za strukturno zgradbo transmembranskega kanalčka, ki 
ga tvorijo skupki α-vijačnic (α-PFP) ali pa β-sodčki (β-PFP). Glede na zgradbo 
transmembranskega kanalčka torej delimo PFP na α-PFP in β-PFP. Med β-PFP spada 
tudi družina od holesterola odvisnih citolizinov (ang. cholesterol-dependendent 
cytolysins; CDC), kamor spada tudi LLO. CDC proteini spadajo v MACPF/CDC 
naddružino (ang. membrane attack complex/perforin superfamily; MACPF), MACPF 
družina porotvornih proteinov se zaradi visoke homologije s CDC družino pogosto 
obravnava kot skupna naddružina MACPF/CDC (Gilbert, 2010). V MACPF/CDC 
naddružini je trenutno poznanih že več kot 80 proteinov (Saier in sod., 2006). CDC 
proteine sintetizirajo predvsem po Gramu pozitivne bakterije in  igrajo pomembno 
vlogo v bakterijski patogenezi. PFP permeabilizirajo membrane, v večini primerov 
plazmalemo, izjemoma pa tudi znotrajcelične organele. Eden izmed proteinov, ki 
permeabilizirajo membrane znotrajceličnih organelov je LLO. Gre za protein, ki ga 
izloča L. monocytogenes in ima ključno vlogo pri patogenosti te bakterije (Hamon in 
sod., 2012).  
2.2 BAKTERIJA L. MONOCYTOGENES IN NJEN CELIČNI CIKEL 
L. monocytogenes je po Gramu pozitivna bakterija, ki povzroča listeriozo. Odkrita je 
bila že leta 1926 (Murray in sod., 1926). Za okužbo so najbolj dovzetni ljudje z 
oslabljenim imunskim odzivom, nosečnice, otroci, alkoholiki, bolniki s sladkorno 
boleznijo, srčno žilnimi obolenji, bolniki z določenimi motnjami v delovanju ledvic 
in starejši ljudje (Farber in Peterkin, 1991). Zapleti pri bolezni so lahko resni in 
obsegajo splav nosečnic, neonatanlno smrt, meningitis, meningoencefalitis, 
encefalitis ter bakteremijo, pri zdravih ljudeh pa se okužba običajno pokaže v obliki 
gastroenteritisa (Gray in Killinger, 1996; Hamon in sod., 2012). Za okužbe je 
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najpogosteje kriva prisotnost bakterije v hrani. L. monocytogenes se lahko razmnožuje 
tudi pri nizkih temperaturah (0 C), zato se razmnožuje tudi v hladilnicah. 
Najpogosteje bakterija iz gostiteljskega prebavnega sistema vstopi v makrofage ali 
nevtrofilce (fagocitne celice), lahko pa vstopa tudi v hepatocite, celice endotelija in 
enterocite (nefagocitne celice). Vstop v nefagocitne celice ji omogočijo površinski 
proteini InlA, InlB, LLO in ActA; ActA ji omogoča polimerizacijo aktina na 
omejenem delu bakterije in s tem gibanje v in med gostiteljskimi celicami (Camejo in 
sod., 2011; Ireton, 2007; Pillich in sod., 2016; Pistor in sod, 1994; Vazquez-Boland 
in sod., 2001). Zunajcelični LLO lahko omogoči L. monocytogenes internalizacijo v 
celice gostitelja neodvisno od internalinov (InlA, InlB). LLO s tem, da permealizira 
plazmalemo, omogoči prehod ionov kot sta Ca2+ in K+, ki pa sprožita popravljalen 
mehanizem, ki omogočijo L. monocytogenes vstop v gostiteljsko celico (Vadia in 
Seveau, 2014; Seveau, 2014). Po vstopu L. monocytogenes v fagocitno gostiteljsko 
celico mora bakterija najprej izstopiti iz primarne vakuole (fagosoma), v nasprotnem 
primeru bo uničena ob nastanku fagolizosoma (zlitje fagosoma in lizosoma). Pri 
izstopu L. monocytogenes iz endosomsko-lizosomskega sistema v gostiteljsko celico, 
je ključen virulenčni faktor LLO, ki ima najvišjo aktivnost v nizkem pH in s 
porušenjem integritete membrane primarne vakuole omogoča bakteriji pobeg v 
citoplazmo. S tem se L. monocytogenes izogne propadu, v citoplazmi pa ima na voljo 
nutriente, ki ji omogočajo nadaljno rast in razmnoževanje (Gedde in sod., 2000; 
Lomonaco in sod., 2015; Seveau 2014). Pri pobegu iz primarnih in pozneje 
sekundarnih vakuol LLO sodeluje z dvema fosfolipazama: s fosfatidilinozitol-
specifično fosfolipazo C (PI-PLC) in s širokospecifično fosfolipazo C (PC-PLC). 
Natančen mehanizem delovanja fosfolipaz in LLO še ni poznan, ugotovljeno pa je 
bilo, da ob deleciji genov, ki imajo zapis za PI-PLC in PC-PLC, veliko L. 
monocytogenes ostane ujetih v vakuolah gostitelja (Alberti-Segui in sod., 2007). LLO, 
PI-PLC in PC-PLC povzročajo povišanje koncentracije Ca2+ v citoplazmi makrofagov 
predvsem na račun tvorbe por in s tem poškodovanja membran organelov (Gekara in 
sod., 2007). Vstop L. monocytogenes v gostiteljsko celico je otežen ob dodatku 
antagonistov kalcijevin ionskih kanalov ter ob zmanjšanju zunajcelične koncentracije 
Ca2+, kar kaže na pomembno vlogo signalnih poti sproženih s Ca2+ pri patogenosti L. 
monocytogenes (Dramsi in Cossart, 2003). 
Ob vstopu L. monocytogenes v citoplazmo gostiteljske celice se začnejo izražati 
proteini za privzem hranil in preživetje znotraj celice, LLO pa tudi inhibira produkcijo 
reaktivnih kisikovih spojin in s tem ščiti bakterijo (Camejo in sod., 2011; Lam in sod., 
2011). Fosfolipazi L. monocytogenes pa povečata preživetje bakterije s tem, da 
inhibirata nastanek avtofagosoma, ki lahko obda bakterijo ter jo ob združenju z 
lizosomom uniči (Tattoli in sod., 2014).  
L. monocytogenes se premika med celicami s pomočjo tvorbe sekundarnih vakuol. To 
ji omogoči že prej omenjeni protein ActA, ki sodeluje z gostiteljskimi proteini. ActA 
 
Špilak A. Viabilnost in vezikulacija sesalskih celic po izpostavitvi s proteinom listeriolizinom O.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
5 
 
omogoči bakteriji, da se ob kontaktu s plazmalemo gostiteljske celice le ta izboči in 
L. monocytogenes lahko preide v sosednjo celico, v katero vstopi v sekundarni 
vakuoli. Brez proteina ActA na površini bakterij so le-te nemobilne (Camejo in sod., 
2011; Kuehl in sod, 2015; Pistor in sod, 1994). Za izstop iz sekundarne vakuole v 
citoplazmo je ključno skupno delovanje LLO, PI-PLC in PC-PLC (Vazquez-Boland 
in sod., 2001). Najprej naj bi fosfolipazi delovali na notranjo membrano, ob padcu pH 
pa se aktivira LLO, ki deluje na zunanjo membrano sekundarne vakuole (Alberti-
Segui in sod, 2007). 
2.3 LLO IN NJEGOVA MUTANTA 
LLO je protein, ki spada v družino CDC. To so porotvorni proteinski toksini, ki jih 
izločajo različne bakterije kot topne monomere. Značilno za njih je, da za uspešno 
vezavo na membrano gostiteljskih celic potrebujejo prisotnost holesterola (nad 30%) 
v membranah (Tweten, 2005). Proteini CDC se najprej izločajo kot topni monomeri 
ali dimeri, ob vezavi na membrane pa oligomerizirajo in spremenijo konformacijo. 
Ob tem tvorijo velike porne komplekse (Seveau, 2014). Pri tvorbi por se oligomerizira 
35 do 50 monomerov, nastane pora s premerom od 250 do 300 Å (Tweten, 2005). 
Natančnejši mehanizem nastanka pore LLO je opisan v naslednjem podpoglavju. 
V družini CDC je LLO nekoliko poseben, saj je njegova aktivnost odvisna od pH in 
deluje optimalno pri pH 5.5. Pri fiziološkem pH in temperaturi nad 30 C pa se lahko 
tvorijo agregati, protein ima 10-krat manjšo hemolitično aktivnost kot pri pH 5.5 
(Geoffroy in sod., 1987; Bavdek in sod., 2012). To lastnost mu omogoča tako 
imenovan pH senzor, ostanek treh kislih amino kislin; D208, E247, D320. Ta del LLO 
ima ključno vlogo pri njegovi aktivnosti, saj pri pH višjem od 7 in temperaturi višji 
od 30 C omogoči, da se del D3 enote proteina razvije, s tem pa v primeru, da protein 
ni vezan na membrano povzroči zmanjšanje aktivnosti proteina (Schuerch in sod., 
2005).  
Delovanje LLO je predvsem lokalno. Visoka aktivnost LLO pri kislem pH bakteriji 
omogoči pobeg iz zorečih fagolizosomov v citosol celice, kar bakterijo reši pred 
smrtjo in ji hkrati omogoči rast, razmnoževanje in nato širitev med celicami. Če 
aktivnost LLO ne bi bila odvisna od pH in bi bil protein konstitutivno aktiven, bi lahko 
prišlo do prezgodnje lize gostiteljske celice, kar bi onemogočilo bakteriji tako 
učinkovito rast ter razmnoževanje (Glomski in sod., 2002).  
2.3.1 Zgradba in vezava LLO na membrano 
Monomer LLO je velik 56 kDA in je sestavljen iz 4 različnih domen (D1, D2, D3 in 
D4). D1-D3 so med seboj povezane, D4 pa je povezana samo z D2 (Köster in sod., 
2014). D4 je na C-terminalnem delu monomera. Na D4 se nahaja tudi undekapeptid, 
ki s pomočjo zank na tem delu omogoči vezavo monomerov na membrano (slika 1). 
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Tukaj najdemo tudi zanko L1, ki je ključna za specifično vezavo na holesterol 
(Farrand in sod., 2010).  
 
Slika 1: Struktura LLO. Rdeče označena domena D1 predstavlja N-konec proteina. D4, vijolično 
obarvana domena pa je C-konec proteina. Rumeno obarvana domena D2 povezuje D1 in D4, ter tvori 
nekovalentno povezavo z zeleno/turkizno obarvano domeno D3. Ta stik med domenama D2 in D3 se 
mora med tvorbo pore prekiniti, saj se na ta način lahko D3 približa membrani. D1 in D3 vsebujeta 
ukrivljeno β-ploskev, ki tvori transmembranski β-sodček, in je glavni sestavni del pore. Turkizno 
obarvane strukture so α-vijačnice HB 1 in HB 2, ki se med tvorbo pore spemenijo v β-lasnice, ki prečijo 
membrano ob tvorbi pore. L1-zanka na D4-domeni prepozna molekule holesterola, undekapeptid, ki je 
na sliki najbolj spodaj označen z zeleno pa usidra LLO v membrano (povzeto po Köster in sod., 2014). 
S črno barvo sta napisana aminokislinska ostanka, ki sta spremenjena pri mutantu LLOA318C-L334C 
(Cajnko in sod. 2015; Tweten in sod., 2015). 
Hemolitična aktivnost LLO je bila dokazana že pred časom. Hkrati je bilo 
ugotovljeno, da LLO predhodno inkubiran v holesterolu izgubi svojo hemolitično 
aktivnost, še vedno pa se lahko veže na membrano (Jacobs in sod., 1998). Do zdaj sta 
bila opisana dva možna modela tvorbe pore pri CDC. Prvi predlagan mehanizem je, 
da se monomeri proteina vežejo na membrano, vendar niso vstavljeni popolnoma. Na 
površini se tvori obročasta predpora, ki se nato vstavi v membrano (Goot in sod., 
1993; Walker in sod., 1992). Po drugem predlaganem mehanizmu pa pride do 
sprotnega vstavljanja monomerov v membrano. Na ta način lahko pride tudi do tvorbe 
pornih lokov, lahko pa se tvorijo tudi manjše pore, kar po prvem predlaganem 
mehanizmu ni mogoče (Palmer in sod., 1998). Vedno več pa je dokazov, da je 
nastajanje por dinamičen proces, ki ne poteka po enem ali drugem mehanizmu. Pore 
verjetno nastajajo preko vezave in nato oligomerizacije monomerov, dimerov in 
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manjših oligomerov na površini membrane ter s tvorbo predpore (iz 30-50 
monomerov). Za tvorbo pore iz predpore je ključno, da se zgodijo določene strukturne 
spremembe. In sicer preureditev α–heliksov v β–lasnice omogoči predpori 
konformacijsko spremembo v poro. β–strukture vseh monomerov skupaj tvorijo poro 
v obliki β-sodčka (Hamon in sod., 2012; Reboul in sod., 2016; Tweten in sod., 2015). 
Pogosto pa pride tudi do vstavitve nedokončanih oligomerov v obliki lokov ali večjih 
nepravilno oblikovanih kompleksov (Podobnik in sod., 2015). 
2.3.2 LLOY406A mehanizem vezave na membrano 
 
Slika 2:  LLO in njegov, pH senzor. Z zeleno barvo je na povečani sliki (desno) označen pH senzor. Na 
sliki je z rdečo označen tirozinski ostanek 406, ki je pri mutantu LLOY406A  zamenjan z alaninom 
(Kisovec in sod., 2017).  
Kisovec in sodelavci (2017) so uspeli pridobiti mutanta LLO, katere aktivnost je 
popolnoma odvisna od pH (Slika 2). Ta protein se lahko vgradi v membrano, vendar 
v njej ne tvori por, razen v pH nižjem od 7. To so dosegli s spremembo tirozina na 
mestu 406 v alanin. Tirozin 406 najdemo na vmesni površini med D2 in D3, kjer preko 
različnih molekulskih interakcij s tirozinom 212 vpliva na stabilnost površine med 
domenama D2 in D3. V bližini se nahaja tudi pH-senzor proteina LLO. Zamenjava 
tirozina 406 z alaninom pri mutantu je omogočila, da se v proteinu pri nevtralnem in 
bazičnem pH ustvarja alosterična ovira, ki onemogoči tvorbo por, s tem, da oslabi 
nekovalentne povezave med domenama D2 in D3. Pri mutantu Y406A se zmanjša 
verjetnost, da pride do potrebne konformacijske spremembre iz α-vijačnice HB2 v β-
lasnico in s tem se prepreči nastanek pore (Kisovec in sod., 2017).  
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2.3.3 Mehanizem vezave LLOA318C-L334C na membrano 
Dvojni cisteinski mutant LLOA318C-L334C v oksidiranem stanju onemogoči 
konformacijske spremembe, ki so potrebne za tvorbo pore. To je mogoče zaradi 
zamenjave dveh aminokislinskih ostankov na mestih 318 in 334 monomera LLO 
(Slika 1) s cisteinskima ostankoma, ki tvorita disulfidni mostiček, kadar je molekula 
v oksidiranem stanju. Aminokislini A318 in L334 se sicer med tvorbo pore 
reorganizirata in tvorita eno izmed β-lasnic. V oksidiranem stanju LLOA318C-L334C 
nima hemolitične aktivnosti, v reduciranem stanju pa tvori pore podobno kot divji tip 
LLO (Cajnko in sod., 2015). 
2.4 ZUNAJCELIČNI VEZIKLI (ZV) 
Medcelična komunikacija je bistvena za razvoj in obstoj večceličnih organizmov, pa 
tudi za komunikacijo med enoceličnimi organizmi. Lahko poteka direktno, s celičnimi 
stiki ali pa preko kemijskih sporočevalcev, npr. hormonov ali feromonov. Med 
novejšimi odkritimi načini za celično komunikacijo so ZV (Johnstone in sod., 1987) 
in membranske nanocevke (Rustom in sod., 2004). Pri tem ZV omogočajo medcelično 
komunikacijo tudi na večje razdalje. Čeprav so ZV opazili že pred nekaj desetletij, so 
ob odkritju predvidevali, da delujejo kot nekakšne vreče za smeti, da so nek dodaten 
način, s katerim celica izloči snovi, ki jih ne potrebuje (Johnstone in sod., 1987), nato 
pa so se začela pojavljati vedno nova odkritja o potencialni vlogi ZV v organizmu. 
Danes vemo, da so ZV pomembni za celično komunikacijo, sodelujejo pri prenosu 
proteinov, lipidov in nukleinskih kislin med celicami (Ellen in sod., 2009;  Rodrigues 
in sod., 2007; Rutter in Innes, 2017; Raposo in Stoorvogel, 2013).  
ZV predstavljajo heterogeno skupino membranskih struktur (Slika 3), ki jih izločajo 
celice bakterij, arhej, gliv, rastlin in živali (Knox in sod., 1966; Ellen in sod., 2009;  
Rodrigues in sod., 2007; Rutter in Innes, 2017; Raposo in Stoorvogel, 2013). Obdaja 
jih lipidni dvosloj z membranskimi proteini, ki prispevajo k stabilnosti ZV, vsebujejo 
pa citosolne proteine in nukleinske kisline. ZV so bili najdeni v vseh telesnih 
tekočinah (kri, urin, slina, žolč, semenska tekočina, mleko, cerebrospinalna tekočina, 
bronhoalveolarna tekočina). Izločajo jih vse vrste celic, tako zdrave, kot tudi 
patološko spremenjene celice. Analiza sestave ZV pa nam lahko da informacije o 
izvornih celicah in njihovemu stanju.  
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Slika 3: Trije razredi zunajceličnih veziklov glede na nastanek. Pod številko ena so predstavljeni 
eksosomi ali mZV, pod številko 2. so predstavljeni mikrovezikli ali ektosomi ali vZV in pod številko 
3. so predstavljena apoptotska telesca (povzeto po Kalra in sod., 2016). 
2.4.1 Klasifikacija ZV glede na nastanek in njihova sestava 
Glede na način nastanka ZV delimo na eksosome, mikrovezikle in apoptotska telesca. 
Apoptotska telesca se sproščajo ob programirani celični smrti. Mikrovezikli ali 
ektosomi nastanejo z direktnim odcepljanjem od plazmaleme (Slika 4) in so veliki 
približno 100 – 1000 nm. Eksosomi nastanejo z intraluminalnim odcepljanjem od 
multivezikularnih telesc (ang. multivesicular body, MVB) in se sprostijo ob njihovi 
fuziji s plazmalemo. Po velikosti so eksosomi manjši (približno 30-150 nm), kljub 
temu pa se velikosti manjših mikroveziklov in večjih eksosomov lahko prekrivajo 
(Kalra in sod., 2016). Ker je z metodami, ki so trenutno na voljo, popolna ločitev enih 
in drugih nemogoča, smo jih v naši raziskavi umetno razdelili na večje in manjše 
zunajcelične vezikle. Večji zunajcelični vezikli (vZV) predstavljajo pretežno 
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mikrovezikle, lahko pa tudi ostanke apoptotskih telsc in večje eksosome. Manjši 
zunajcelični vezikli (mZV) pa predstavljajo eksosome, lahko pa so v njihovi frakciji 
prosotni tudi majhni mikrovezikli (Kalra in sod., 2016). Ker so vZV lahko sestavljeni 
iz mikroveziklov in apoptostskih telesc moramo biti med eksperimenti pozorni na 
preživetje celic. 
Sestava membrane vZV je podobna plazmalemi, pogosto pa ima povišano količino 
sfingolipidov (Haraszti in sod., 2016). Lipidi v membrani mZV so v primerjavi s 
plazmalemo lahko obogateni s sfingomielinom, manj pa je fosfatidilholina in 
fosfatidiletanolamina. Oboji, mZV in vZV so lahko obogateni s holesterolom in 
fosfatidilserinom na zunanji strani membrane, kar omogoča detekcijo ZV s pomočjo 
aneksina V, ki ima vezan fluorescenčni marker (Wubbolts in sod., 2003; Laulagnier 
in sod., 2004; Subra in sod., 2007; Brouwers in sod., 2013). 
Proteinska sestava ZV se razlikuje glede na tip celic, ki izločajo ZV. Poleg tega so v 
ZV zaradi njihovega nastanka prisotni proteini, ki so v povezavi z njihovo biogenezo, 
zato se proteini, ki so obogateni v frakcijah z vZV nekoliko razlikujejo od proteinov, 
ki so obogateni v frakciji z mZV. V mZV so prisotni tetraspanini (CD9, CD63, CD81), 
TSG101, flotilin, Alix in drugi endosomalni markerji. Ti karakteristični proteini pa 
niso vedno prisotni, zato je potrjevanje mZV z detekcijo proteinov težavno. Pri vZV 
je potrjevanje z detekcijo proteinov še večji izziv, ker so proteini, obogateni na vZV 
še manj raziskani in še bolj raznoliki in se rezultati različnih raziskav precej 
razlikujejo. Na vZV so lahko v membrani vezani katerikoli proteini, ki so prisotni na 
plazmalemi celic. Kot markerji za vZV se v zadnjem času uveljavljajo integrini, 
selektini in CD40, Alfa actinin 4, GP69, LAMP2, mitofilin (Kowal in sod., 2016; 
Lötvall in sod., 2014, Tkach in sod, 2018). Apoptotska telesca, kot posebni ZV 
prenašajo fragmentirano genomsko DNA in celične organele, kar ne velja za ostali 
dve skupini ZV. Proteinski marker za apoptoska telesca so histoni, TSP in C3b (Akers 
in sod., 2013; Théry in sod., 2001). 
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Slika 4: Načini sproščanja zunajceličnih veziklov iz celice. Na sliki vidimo sproščanje mikroveziklov 
in eksosomov. Rdeči krogci predstavljajo klatrin. Membranski in transmembranski proteini so označeni 
kot trikotniki in kvadratki. GA je golgijev aparat, ER je endoplazmatski retikulum. (Raposo in 
Stoorvogel, 2013). 
ZV lahko delujejo tudi kot mediatorji bolezni, pospešujejo tumorogenezo, zato se 
lahko uporabljajo kot potencialni biomarkerji bolezni (Skog in sod., 2008). Vedno več 
je raziskav, pri katerih ZV proučujejo za potencialno uporabo v diagnostiki ter za 
potencialno dostavo zdravil, saj so prisotni v telesnih tekočinah in lahko preidejo 
naravne prepreke v telesu in celo prečkajo krvno-možgansko bariero (Bei in sod., 
2017; Pi in sod., 2017; Vader in sod., 2016). ZV sodelujejo pri velikem spektru 
dogodkov: kontrola osnovnih funkcij, kot sta gibanje in polarizacija celic, imunski 
odziv, razvoj in prispevek k razvoju bolezni, kot sta rak in nevrodegeneracija pa tudi 
iniciacija regeneracije tkiva (Borges in sod., 2013; Mass in sod., 2016). 
2.4.2 Načini izolacije in analize zunajceličnih veziklov 
Najpogostejše tehnike za izolacijo ZV so diferencialno ultracentrifugiranje, 
gradientno ultracentrifugiranje, velikostna izključitvena kromatografija, filtracija in 
različni pripravljeni kompleti za izolacijo ZV. Ker je to področje med novejšimi in se 
v zadnjih letih hitro razvija, je še potrebna standardizacija metod (György in sod., 
2011; Lötvall in sod., 2014; Witwer in sod., 2013). 
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Najpogostejša metoda za izolacijo ter tudi najbolj karakterizirana in izpopolnjena je 
diferencialno ultracentrifugiranje (Konoshenko in sod., 2018). Pri tem postopku ZV 
ločimo na podlagi velikosti z razlikami v hitrosti centrifugiranja, od ostalih 
nemembranskih struktur pa jih lahko ločimo zaradi njihove nizke gostote. V prvem 
koraku so s centrifugiranjem pri nižjih obratih (300-500 x g) v usedlini prisotne celice. 
V drugem koraku centrifugiranja (2000-10000 x g) dobimo v usedlini apoptotska 
telesca in ostanke mrtvih celic. V tretjem koraku s centrifugiranjem (20000 x g) v 
usedlini pridobimo vZV ter v zadnjem koraku centrifugiranja (100000 x g) mZV 
(Konoshenko in sod., 2018; Théry in sod., 2006). Pri ultracenterifugiranju se za 
dodatno očiščenje mZV vedno pogosteje uporabljajo tudi gradientna centrifugiranja 
kot sta ultracentrifugiranje v saharoznem gradientu ali centrifugiranje pri nižjih 
obratih v PEGu. Pri ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu je postopek isti kot 
pri konvencionalni izolaciji ZV z ultracentrifugiranjem s to izjemo, da vzorec 
nanesemo v centrifugirko, v kateri že prej vzpostavimo saharozni gradient. Uporablja 
se tudi ultracentrifugiranje na saharozni blazinici, ko namesto saharoznega gradienta 
v celotni centrifugirki dodamo pufer z višjo koncentracijo saharoze samo na dno 
centrifugirke. Izolacija s saharozno blazinico se uporablja tudi za izolacijo virusov. 
To omogoči čistejši vzorec z manj kontaminantami različnih nemembranskih struktur, 
vendar je postopek bolj dolgotrajen in omogoča manjši donos. Izolacija z obarjanjem 
v PEGu je najbolj uporabljena metoda za ultracentrifugiranjem. Ta metoda temelji na 
obarjanju ZV v PEGu pri nizkih obratih centrifugiranja (1500 x g), kar je še posebno 
ugodno za laboratorije, ki nimajo na voljo ultracentrifug. Ta izolacija ima ugoden 
donos in je časovno manj zahtevna, težava pa je kontaminacija vzorca ZV z ostalimi 
proteini v vzorcu, ki niso nujno povezani z ZV. Veliko komercialnih pristopov za 
izolacijo ZV temelji na metodi obarjanja v PEG-u, prav tako se ta metoda lahko 
uporablja za izolacijo drugih proteinov, nukleinskih kislin in virusov (Konoshenko in 
sod., 2018; Pi in sod.,2017; Webber in Clayton, 2013). 
Karakterizacija ZV običajno poteka s pretočno citometrijo, analizo sledenja 
nanodelcem (ang. nanoparticle tracking analysis; NTA), elektronsko mikroskopijo in 
prenosom western. Najbolj razširjena trenutno je analiza s pretočnim citometrom, to 
je naprava, ki temelji na uporabi ozkega snopa laserja, ki osvetljuje vzorec v 
suspenziji, ki potuje skozi napravo. Sipanje svetlobe nato na posamezni celici ali 
veziku zaznajo fotopomnoževalke, ki omogočajo analizo glede na velikost, 
granuliranost in fluorescenco (Adan in sod., 2017). Najpogosteje se uporablja za štetje 
celic, sortiranje celic in zaznavanje različnih proteinov. Ker so pretočni citometri 
vedno bolj natančni, lahko z njimi analiziramo tudi ZV, čeprav so manjši od celic, ki 
jih običajno analiziramo s pretočno citometrijo (Morales-Kastresana in sod, 2017). S 
pretočno citometrijo lahko določimo koncentracijo vZV in, ob uporabi biomarkerjev, 
posamezne subpopulacije delcev. mZV pa lahko sledimo samo z določenimi zelo 
zmogljivimi pretočnimi citometri. Za mZV se običajno uporablja prenos western, ki 
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omogoča posredno določitev ZV z dokazovanjem določenih proteinskih markerjev v 
posameznih frakcijah (Romero in sod., 2017). Trenutno sicer še ne obstaja popolnoma 
zanesljiv proteinski marker, ki bi bil prisoten v vseh ZV, kar je problematično pri 
njihovi kvantifikaciji (Kowal in sod., 2017). Koncentracija mZV se lahko določi z 
NTA (Dragovic in sod., 2011; Vestad in sod., 2017). To je naprava, ki z laserjem 
obseva vzorec, ki potuje mimo detektorja po ozki kapilari. Na podlagi sipanja svetlobe 
na delcu in Brownovega gibanja delca omogoča določitev velikosti in koncentracije 
tudi zelo majhnih delcev (10 nm – 2000 nm). (Kowal in sod., 2017; Morales-
Kastresana in sod, 2017; Parsons in sod, 2017; Pospichalova in sod., 2015; Vestad in 
sod., 2017). 
2.5 CELIČNE LINIJE  
Celične kulture predstavljajo populacije celic, ki so gojene izven telesa, v umetnih 
pogojih. Poznamo primarne in trajne celične linije. Primarne celične linije so izolirane 
direktno iz tkiv, velikokrat so heterogene in imajo omejeno število celičnih delitev. 
Trajne celične linije pa predstavljajo celice, ki so genetsko spremenjene tako, da so 
nesmrtne. Prva ustaljena trajna celična linija so HeLa celice iz leta 1951 (Scherer in 
sod., 1953). Celične linije so pomemben in vitro model, ki nam omogoča proučevanje 
fiziologije, morfologije in molekulske biologije celic. Celične linije se uporabljajo za 
različne toksikološke in farmakološke študije. Vse uporabljene celične linije v naši 
magistrski nalogi so trajne celične linije. Celične linije se glede na morfologijo lahko 
v grobem razdeljene na fibroblastne, epitelijske ali limfoblastne. Limfoblastne so 
suspenzijske, fibroblastne in epitelijske pa rastejo pritrjene na podlago.   
2.5.1 Odziv celic na PFP in tvorba ZV 
Plazmalema je najbolj osnoven element, ki omogoča celici avtonomnost. Regulatorni 
mehanizmi natančno uravnavajo komunikacijo med znotraj in zunajceličnim okoljem, 
s tem pa natančno vzdržujejo optimalno znotrajcelično okolje za celično preživetje. 
Nekontrolirano luknjanje plazmaleme s PFP zato izzove burno celično reakcijo, 
poviša se znotrajcelični kalcij, ki je signal za popravljalne mehanizme plazmaleme. V 
višjih koncentracijah pa PFP povzročijo apoptozo (Guzmán in sod., 1996). Lahko pa 
že sama vezava PFP, brez tvorbe pore, sproži odziv celic. Babiychuk in sodelavci 
(2011) so ugotovili, da ob dodatku PFP streptolizina O (SLO), ki je tudi CDC in torej 
sorodni protein LLO, nastanejo vidne spremembe na membrani, celice pa začnejo 
pospešeno vezikulirati. Leta 2014 so Atanassoff in sodelavci odkrili, da je SLO po 
dodatku celicam prisoten na mikroveziklih epitelijske celične linije HEK293. SLO 
pore so bile najdene tudi znotraj samih mikroveziklov z elektronsko mikroskopijo 
(Keyel in sod., 2011). Wolfmeier in sodelavci (2016) so v mikroveziklih celic 
tretiranih s sublitičnimi koncentracijami pneumolizina (PLY, tudi CDC) odkrili 
povečano količino samega toksina, aneksine in s kalcijem-regulirane proteine. Sicer 
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pa točen mehanizem vezikulacije celic ob tretiranju s PFP še ni natančno raziskan. Pri 
izpostavljenosti celic visokim koncentracijam PFP nastopi celična smrt, pri sublitičnih 
koncentracijah pa so sicer prisotne pore na plazmalemi (Wolfmeier in sod., 2016), 
vendar lahko celice z različnimi popravljalnimi mehanizmi ponovno vzpostavijo 
homeostazo in se izognejo celični smrti.  
Pore, ki nastanejo zaradi PFP celica lahko popravi na več načinov, velja pa, da sta oba 
najbolj uveljavljena popravljalna mehanizma inducirana s povečano koncentracijo 
znotrajceličnega kalcija. Prvi mehanizem temelji na brstenju celične membrane 
oziroma vezikulaciji. Celica z odcepljanjem delov plazmaleme, na katerih so pore, 
odstrani le-te v obliki mikroveziklov. Pred tem lahko pride do rekrutacije od kalcija-
odvisnih aneksinov, ki se vežejo na mesto povečanega influksa kalcija in s tem 
zamašijo poro. Mikrovezikli so zaradi tega obogateni z aneksini in drugimi proteini, 
ki sodelujejo pri zamašitvi pore. Natančen mehanizem pri odcepljanju mikroveziklov 
obogatenih z anneksini še ni poznan (Jimenez in Perez, 2017; Wolfmeier in sod., 
2016). Drugi pogosto opisan mehanizem pa je od endosomsko-lizosomskega sistema 
odvisno popravljanje plazmaleme, kjer gre za endocitozo poškodovanih delov 
plazmaleme. Pri odstranjevanju por z endocitozo ima pomembno vlogo endosomski 
sortirni kompleks, ki je potreben za transport (ang. endosomal sorting complex 
required for transport). Pri tem mehanizmu pride do endocitoze por, ki so zajete na 
intraluminalnih veziklih MVB, ki nato s fuzijo z lizosomom vodijo v degradacijo 
vezanih PFP (Atanassoff in sod., 2014; Idone in sod., 2008; Jimenez in Perez, 2017; 
Miyake in McNeil, 1995; Reddy in sod., 2001; Wolfmeier in sod., 2016).  
2.5.2 Odziv celic na zunajcelični LLO  
LLO je porotvorni toksin, opisan v poglavju 2.1. LLO ima močne učinke na celico že 
pri nizkih koncentracijah in pri pH nižjem od 7, pri fiziološkem pH pa se njegova 
aktivnost zmanjša. Zunajcelični LLO lahko z vezavo na holesterolne mikrodomene 
povzroči spremembe na membrani. Ob oligomerizaciji in tvorbi por vpliva na 
integriteto membrane, kar vpliva na ionsko ravnovesje v celici, lahko pa povzroči celo 
prehod večjih molekul skozi membrano. Vstop Ca²+ aktivira popravljalne mehanizme 
membrane opisane v prejšnem podpoglavju, lahko pa privede tudi do celične smrti 
(Seveau, 2014; Guzmán in sod., 1996). Zunajcelični LLO povzroči tudi 
preoblikovanje aktinskega celičnega skeleta in reorganizacijo klavdina-1 pri celičnem 
modelu črevesnega epitelija pri 125 nM koncentraciji (celice Caco-2) in ima učinek 
na transepitelijsko električno upornost celic (Cajnko in sod., 2015). 
 
 
Špilak A. Viabilnost in vezikulacija sesalskih celic po izpostavitvi s proteinom listeriolizinom O.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
15 
 
3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema  
    Preglednica 1: Naprave in pripomočki 
NAPRAVE IN PRIPOMOČKI    PROIZVAJALEC 
brezprašna komora: Iskra Pio, M12V  Iskra 
centrifuga  Eppendorf Centrifuge 5430 R Eppendorf 
čitalec mikrotitrskih plošč SynergyMX  BioTek 
čitalec mikrotirnih plošč FLUOstar Galaxy  MTX Lab Systems Inc. 
dializno črevo Spectra/pore dialysis MWCO 
12000-14000  
Spectrum Laboratories 
incorporated 
elektroforezni gel NuPAGE Novex® Bis-Tris 
Mini Gel  
Life technologies 
elektroforezni sistem, horizontalni Biorad 
elektroforezni sistem XCell SureLockTM 
Mini-Cell Electrophoresis System 
Life technologies 
filtri za brizge, 0,22 μm, millex-GS Millipore 
inkubator Forma, Steri-Cult CO2 incubator Thermo Fisher Scientific  
kolona za afinitetno kromatografijo (IMAC) Qiagen, Nemčija 
kromatografski sistem Äkta FPLC Amersham Biosciences 
Kombinirani hladilnik in zmrzovalnik LTH 
koncentrator AmiconUltra MWCO 10.000  Millipore 
Konfokalni mikroskop: Leica TCS SP5  Leica 
magneti za mešanje   različni proizvajalci 
magnetno mešalo   Biosan 
meter pH Seven easy   Mettler Toledo 
mikrocentrifugirke – plastične s pokrovčkom 
1,5 in 2,0 ml   
Eppendorf 
mikrocentrifugirke – plastične s pokrovčkom 
12 in 50 ml   
TPP 
mikrotitrne plošče 96-well TPP 
mikrovalovna pečica LG 
NanoSight NS300 Malvern 
naprava za prenos western iBlot 2 Thermo Fisher 
  
Se nadaljuje … 
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..nadaljevanje Preglednice 1: Naprave in pripomočki 
NAPRAVE IN PRIPOMOČKI    PROIZVAJALEC 
naprava za produkcijo destilirane vode 
RiOs16  
Merck Millipore 
naprava za produkcijo ultra čiste vode MilliQ Merck Millipore 
Pipete, enokanalne (2-20 μl, 1-100 μl, 20-200 
μl, 100-1000 μl)  
Corning lambda 
Pipeta, večkanalna (20-200 μl) Costar 
plastični rezervoar za gojenje celic, 25 cm2, 
75cm2, 150cm2  
Corning incorporated 
rokavice Kimtech 
rotor, f-36-6-30 Eppendorf 
rotor, FA-45-30-11 Eppendorf 
rotor za ultracentrifugo, Type 50 Ti Beckman Coulter 
serološke pipete, 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 
ml, 50 ml 
TPP 
sonikator Ultrasonic Processor  Cole-Parmer 
Spektrofotometer: NanoDrop One  Thermo Scientific 
Števna komora: 0,1 mm, 0,0025 mm2.  Brand GMBH 
ultracentrifuga Optima L-100 XP Beckman Coulter 
zamrzovalnik (-80 C) Thermo scientific 
vodna kopel tip 1013 GFL 
ZetaSizer Nano ZS  Malvern  
Preglednica 2: Sterilna plastika 
STERILNA PLASTIKA PROIZVAJALEC 
Centrifugirka (15 ml) TPP 
Centrifugirka (50 ml) TPP 
Filtri  Sigma-Aldrich 
Brizga (10ml) različni proizvajalci 
Mikrocentrifugirke (1,5ml, 2 ml) Eppendorf 
Mikroskopirne komorice (8 jamic) Ibidi 
Mikrotitrne plošče (12 jamic) Costar 
Mikrotitrne plošče (96 jamic) Costar 
Mikrotitrne plošče (96 jamic) Costar 
Plastenka za gojenje celičnih kultur (150-cm2) Corning 
Plastenka za gojenje celičnih kultur (75-cm2) Corning 
Plastenka za gojenje celičnih kultur (25-cm2) Corning 
Plastična kad za mešanje celic  Corning 
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3.1.2 Kemikalije  
3.1.2.1 Pufri in raztopine  
Pufri so bili pripravljeni s posebno čisto vodo, ki jo producira aparat MilliQ A10 
Synthesis (Millipore) in filtrirani skozi 0,22 µm filter, z izjemo komercialnih pufrov 
PBS.  
Pufer PBS za resuspendiranje ZV, pH 7,4:  
- 10 % 10X Gibco® PBS 70011044 (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
- 90 % MilliQ voda  
PBS za NTA, pH 7,4:  
- Fosfatni pufer Dulbecco's Phosphate Buffer Saline D8537, (Sigma, ZDA). 
Lizni pufer, pH 6.5:  
- 50 mM NaH2PO4 
- 250 mM NaCl 
- 10% (v:v) glicerol 
Pufer A, pH 6.5:  
- 50 mM NaH2PO4/Na2HPO4 
- 250 mM NaCl 
Pufer B, pH 6.5: 
- 50 mM NaH2PO4/Na2HPO4 
- 250 mM NaCl 
- 300 mM imidazole 
Dializni pufer, pH 6.5: 
- 30 mM NaH2PO4/Na2HPO4 
- 150mM NaCl 
Končni pufer za shranjevanje proteinov, pH 5,7:  
- 20 mM MES 
- 150 mM NaCl 
Eritrocitni puffer, pH 7,4: 
- 20 mM Tris 
- 140 mM NaCl 
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TBS pufer za prenos po Westernu, pH 7,4: 
- 10 mM Tris 
- 150 mM NaCl 
TBS-T pufer za prenos po Westernu, pH 7,4: 
- 10 mM Tris 
- 150 mM NaCl 
- 1 ml Tween 
5-odstotno mleko za prenos po Westernu: 
- 10 mM Tris 
- 150 mM NaCl 
- 2,5 g mleka v prahu  
3.1.2.2 Reagenti 
Preglednica 3: Uporabljeni reagenti  
Reagent Proizvajalec 
Aneksin V.  Canvax 
5-karboksilflurescein diacetat sukcimidil ester 
(CFSE) 
Sigma, ZDA 
 
Barvilo Vybrant Did  Invitrogen 
Hoechst Life tehnologies 
PrestoBlue, Cell Viability Reagent Invitrogen, ZDA 
Propidijev jodid  Canvax 
Tripansko modrilo 0,4 %  Sigma, ZDA 
WGA Alexa Flour 488 Thermo Fischer 
Scientific 
 
3.1.3    Gojišča 
Rastno gojišče K-562 
- osnovno gojišče Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) D5671, 
(Sigma, ZDA). 
- toplotno inaktiviran goveji serum (HIFBS) F4135, (Sigma, ZDA) – 10% (v/v) 
- L-glutamin  – 1% (v/v) 
Rastno gojišče Jurkat 
- osnovno gojišče RPMI 1640 A10491  
- toplotno inaktiviran goveji serum (HIFBS F4135), – 10 % (v/v) 
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Rastno gojišče CaCo-2 
- osnovno gojišče MEME M5650 
- toplotno inaktiviran goveji serum (HIFBS F4135), – 10 % (v/v) 
- L-glutamin – 1 % (v/v) 
- raztopina neesencialnih aminokislin (MEM Non-essential amino acid solution 
100X, M7145) – 1 % (v/v).  
Testno gojišče K-562  
- osnovno gojišče Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) D5671 
Testno gojišče Jurkat  
- osnovno gojišče RPMI 1640 A10491  
Testno gojišče CaCo-2 
- osnovno gojišče Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) D5921 
Testno gojišče K-562 za določanje sublitičnih koncentracij 
- osnovno gojišče Minimum essential medium eagle (MEME) M5650 
Testno gojišče, pH različen od fiziološkega  
- osnovno gojišče Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) D5671 
- MES pufer, dodatek do ustreznega pH. 
Vsa gojišča in dodatki so od proizvajalca Sigma, ZDA.  
3.1.4 Celične linije 
Uporabili smo tri različne celične linije, za katere smo na podlagi njihovih 
karakteristik in predhodnega znanja ocenili, da nam bodo dale raznolike in zanesljive 
rezultate.  
Caco-2 celična linija je črevesna epitelijska linija, pridobljena iz karcinoma debelega 
črevesa. Njena posebnost je, da se ob gojenju lahko približa fiziologiji ter morfologiji 
enterocitov tankega črevesja. Je polarizirana, in zaradi tega primerna za študije 
prehajanja snovi, kjer se tudi veliko uporablja (Hidalgo in sod., 1989). Na njej so bile 
že izvedene tudi študije s CDC (Cajnko in sod, 2015).  
Jurkat celično linijo sestavljajo T-limfocite izolirane iz krvi 14 letnega dečka s T-
limfocitno levkemijo. Najpogosteje se uporabljajo za raziskave te bolezni, za 
raziskovanje kemokinov ter njihovih receptorjev, za ugotavljanje odziva rakavih celic 
na različna potencialna zdravila in odziva na različna sevanja (Hesselgesser in sod., 
1998; Yamauchi in sod., 2004).  
 
Špilak A. Viabilnost in vezikulacija sesalskih celic po izpostavitvi s proteinom listeriolizinom O.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
20 
 
K-562 celična linija je bila izolirana iz kostnega mozga 53 letne ženske s kronično 
mieloično levkemijo. Značilno za njih je, da so zelo občutljive na naravne celice 
ubijalke (ang. NK cell; natural killer cell) in se pogosto uporabljajo v in vitro 
raziskavah aktivnosti teh celic (Lozzio in Lozzio, 1979).  
    Preglednica 4: Uporabljene celične linije  
TUMORSKE 
CELIČNE 
LINIJE 
TKIVO IZVORA IN TIP 
CELIC 
Caco-2 Debelo črevo, epitelijske 
Jurkat Kri, T limfociti 
K-562 Kostni mozeg, limfoblasti 
Izvor vseh celic je baza ATCC (American Type Culture Collection).  
3.2 METODE 
3.2.1 Delo s proteini  
3.2.1.1 Izolacija rekombinantnih proteinov  
Za pridobitev željenih rekombinantnih proteinov LLO, LLOY406A  in LLOA318C-L334C 
smo uporabili kompetentne celice Escherichia coli BL21(DE3) pLysS, z ustreznimi 
plazmidnimi vključki, ki jih je predhodno v sklopu svoje doktorske disertacije na 
Odseku za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo (Kemijski inštitut, Slovenija) 
pripravil Matic Kisovec (Kisovec, 2017). Tako pripravljeni proteini imajo na N-koncu 
dodaten histidinski rep (6 histidinskih ostankov), zaradi tega jih lahko med izolacijo 
ločimo od ostalih proteinov, polihistidinski rep pa po njihovi izolaciji lahko ostranimo 
s proteazo TEV (Kisovec, 2017).  
Celice za izražanje rekombinantnih proteinov smo gojili v tekočem gojišču TBAC 
(gojišče TB z dodatkom 100 µg/ml ampicilina in 34 µg/ml kloramfenikola) pri 
temperaturi 37 °C in stresanju 150 rpm. Ko smo dosegli OD600 = ~0,8 smo inducirali 
izražanje rekombinantnega proteina z dodatkom IPTG do končne koncentracije 0,5 
mM. Celične kulture smo inkubirali 16-20 h na 20 °C in pri stresanju 150 rpm. Celice 
smo centrifugirali (4410 x g, 4 °C, 5 minut), odstranili supernatant in celice 
resuspendirali v liznem pufru ter jih shranili na -80 °C do naslednjega dne oziroma do 
uporabe. Celice smo v naslednjem koraku odtalili na ledu ter dodali 5 mM β – 
merkaptoetanol in 2 mM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) ter jih sonicirali. S 
centrifugiranjem (50000 x g, 4 °C, 1 ura) in filtriranjem (0,45 μm in nato 0,22 μm-
filter) celičnega lizata smo odstranili ostanke celic. Drugo filtriranje smo izvedli 
direktno v zanko, ki je vodila na kolono. Proteini so bili izolirani na afinitetni koloni 
z Ni-NTA nosilcem in na kromatografskem sistemu Äkta FPLC. Pred nanosom lizata 
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smo nosilec spirali s pufrom A. Nato smo nanesli lizat. Sledilo je spiranje z mešanico 
pufrov A in B. S tem smo odstranili neželjene proteine brez polihistidinskega repa (ta 
se veže z nikljevim ionom, ter omogoči da protein ostane vezan na koloni). Po spiranju 
nevezane frakcije proteinov smo postopno povečevali delež pufra B v mešanici pufrov 
za spiranje in z njim eluirali željeni protein. S poliakrilamidno gelsko elektroforezo z 
natrijevim dodecilsulfatom (NaDS-PAGE) smo preverili, v katerih frakcijah je željeni 
protein (postopek opisan v naslednjem podpoglavju). Sledila je dializa, izbranim 
frakcijam smo dodali proteazo TEV, ki je odcepila polihistidinski rep s proteina. Za 
dializo smo uporabili dializno črevo, v katero smo dali eluat in dializni pufer. Dializa 
je potekala čez noč pri 4°C. Naslednji dan smo z NaDS-PAGE (postopek opisan v 
poglavju 3.2.1.2) preverili, ali je proteaza TEV cepila željeni protein, nato pa smo 
izoliran protein dodatno očistili nečistoč (proteaza TEV, necepljen protein) s tem, da 
smo ga spustili čez kolono, ki smo jo pred tem sprali z dializnim pufrom. V nevezani 
frakciji smo zbrali željeni protein, v frakciji vezani na kolono pa je ostala proteaza 
TEV in nerezan protein. Protein smo nato skoncentrirali z AmiconUltra 30 kDa-
filtrom, med tem postopkom smo tudi zamenjali pufer za končni pufer, koncentracijo 
proteina pa smo preverili spektrofotomertično z merjenjem absorbance pri 280 nm na 
napravi NanoDrop. Protein smo ustrezno alikvotirali ter shranili pri -80°C do nadaljne 
uporabe.  
LLO-His uporabljen za prenos western je bil izoliran na enak način kot ostali proteini, 
vendar brez koraka dialize s proteazo TEV. Protein je bil predhodno izoliran na 
Odseku za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo (Kemijski inštitut, 
Slovenija).  
3.2.1.2 NaDS-PAGE  
Natrijev dodecilsulfat poliakrilamidna gelska elektroforeza (NaDS-PAGE) je metoda, 
s katero ločimo proteine po velikosti (molekulski masi). To naredimo tako, da proteine 
denaturiramo (s segrevanjem) in jim hkrati dodamo reducent (DTT) ter nanašalni 
pufer, v katerem je detergent natrijev dodecilsulfat (Na-DS) ter jih nato ločimo po 
velikosti na 4-12 % poliakrilamidnem gelu (NuPAGE® Novex® Bis-Tris gel).  
Najprej smo proteinskemu vzorcu dodali reducent (DTT) in nanašalni pufer (ki 
vsebuje Na-DS) ter segrevali 5 minut pri 95 C. S tem smo povzročili razvitje proteina, 
na katerega se potem lahko veže Na-DS, ki s svojim negativnim nabojem omogoči, 
da proteini potujejo proti pozitivni anodi, saj se njihov nativni naboj zasenči. To 
omogoči ločitev proteinov po velikosti (manjši potujejo dlje). Po 5 minutni 
denaturaciji smo vzorce nanesli v žepke na gelu za elektroforezo (20-25 μl na jamico), 
v enega od žepkov dodali tudi 7 μl proteinskega standarda Novex™ Sharp Pre-stained 
Protein Standard, da smo lahko določili velikost proteina v posamezni lisi po 
elektroforezi in po barvanju. Za elektroforezo smo uporabili hladen elektroforezni 
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pufer (1X NuPAGE® MES SDS Running Buffer), ki smo ga nalili do višine, da so 
bile jamice gela z nanašenimi vzorci prekrite. Elektroforeza je potekala 45 minut pri: 
napetosti 200 V in toku 125 mA. Po končani elektroforezi smo gel sprali z ultračisto 
vodo ter gel pobarvali z barvilom SimplyBlue™ SafeStain po navodilih proizvajalca. 
Nato smo gel pustili čez noč v ultračisti vodi za razbarvanje ozadja. Naslednji dan 
smo ga poslikali s fotoaparatom ter nato shranili pri 4 C.  
3.2.2 Prenos western  
Celice smo tretirali s proteinom LLO, ki ima polihistidinski repek (His-tag) ter 
prisotnost LLO v vzorcih določali preko vezave protiteles anti-his. Preverjali smo 
prisotnost proteina v vZV in v supernatantu, kjer so prisotni tudi mZV.  
3.2.2.1    NaDS-PAGE za prenos western 
V nekaterih frakcijah smo pričakovali manjšo količino proteina, zato smo vse vzorce 
predhodno oborili in s tem koncentrirali. Naprej smo na 1 ml vzorca dodali 10 µl 10 
% (w/v) deoksiholata ter inkubirali 30 minut na ledu. Nato smo dodali 100 µl 
triklorocetne kisline na 1 ml vzorca ter inkubirali pri 4 C čez noč. Naslednji dan smo 
vzorce centrifugirali 10 minut pri 16000 x g. Supernatant smo zavrgli ter oborjenim 
proteinom dodali 200 µl acetona. Ponovili smo centrifugiranje ter posušili aceton (70 
C). Tako pripravljene vzorce smo resuspendirali v 25 µl MQ-vode, dodali 1 µl 0,5 
M DTT in 5 µl 4x NuPAGE LDS Sample Buffer. Na gel smo nanesli po 25 µl vzorca. 
Kot standarde pa smo uporabili Magic Mark (3 µl) in Novex™ Sharp Pre-stained 
Protein Standard (7 µl), ki smo ju nanesli v isto jamico.  Elektroforeza je potekala 45 
minut pri napetosti 200 V in toku 125 mA. 
3.2.2.2   Prenos na PVDF membrano, inkubacija s protitelesi ter detekcija 
   Preglednica 5: Protitelesa uporabljena za prenos western 
PROTITELESA PROIZVAJALEC 
primarna: monoklonska mišja protitelesa proti tetra 
histidinskemu ostanku 
Quiagen  
sekundarna: monoklonska protitelesa proti mišjim.  Sigma  
 
Komplet iBlot 2 za prenos proteinov smo pripravili po navodilih proizvajalca. 
Uporabili smo PVDF membrano. Gelu smo odstranili odvečne spodnje ter zgornje 
ostanke poliakrilamida na žepkih, ter ga previdno s plastično pinceto prenesli na 
napravo za prenos proteinov iBlot. Nato smo nanj položili že aktivirano PVDF 
membrano in z jo zgladili z valjarjem predhodno pomočenim v dH2O. Prenos je 
potekal 7 minut pri napetosti 20 V in toku 1,3 A. Po prenosu smo membrano s 
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plastično pinceto prenesli v plastično posodico, v kateri smo jo inkubirali v raztopini 
5-odstotnega TBS-T mleka. Nespecifična vezava je potekala 1 h pri 50 rpm in sobni 
temperaturi. Gel po prenosu smo pobarvali z barvilom SimplyBlue™ SafeStain, da 
smo se prepričali, da je prenos uspel. Po blokiranju prostih vezavnih mest na 
membrani smo jo spirali s pufrom TBS-T (2-krat po 5 minut) s stresanjem pri 50 rpm.  
Sledila je vezava primarnih protiteles. Ta je potekala 2 uri pri sobni temperaturi s 
stresanjem 50-100 rpm. Uporabili smo mišja IgG-protitelesa (Mouse Anti-His4), ki 
smo jih redčili 1:500 v 5-odstotnem TBS-T mleku. Nato smo ponovili spiranje s TBS-
T pufrom, vendar smo namesto 2-krat membrano spirali 4-krat po 5 minut. Naslednji 
korak je bila vezava sekundarnih protiteles. Uporabili smo protitelesa proti mišjim 
IgG protitelesom (Anti-Mouse IgG), ki smo jih redčili 1:1000 v 5-odstotnem TBS-T 
mleku. Membrano smo inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi, s stresanjem 50-100 
rpm. Nato smo ponovili zadnje spiranje s TBS-T pufrom. Za  detekcijo na napravi 
G:box smo uporabili reagent Pierce® ECL Western Blotting Substrate, ki deluje po 
principu kemiluminiscence.  
3.2.3 Delo s celičnimi linijami  
3.2.3.1 Gojenje sesalskih celic  
Vse celice smo gojili v sterilnih plastenkah in pri stalnih pogojih (37 °C, 5 % CO2 in 
95 % zračni vlažnosti) v inkubatorju. Antibiotikov nismo uporabljali. Vsa uporabljena 
gojišča smo pred uporabo na celicah predhodno segreli na 37 °C. 
3.2.3.1.1 Odtajanje sesalskih celic  
Celice so bile shranjene na -80 °C v rastnem gojišču s 5 % DMSO. Ko smo vialo s 
celicami vzeli iz tekočega dušika smo jo ovili z brisačko namočeno v etanol, da smo 
se znebili morebitnih bakterij okoli viale. Celice v viali smo hitro odtalili s 
potresavanjem viale v vodni kopeli na 37 °C. Vialo smo prenesli v sterilno brezprašno 
komoro ter celice previdno odpipetirali v 15 ml centrifugirko. Dodali smo 7 ml 
rastnega gojišča, ogretega na 37 °C. Gojišče smo na začetku dodajali zelo počasi, po 
kapljicah, da bi preprečili osmotski šok. Celice smo centrifugirali 5 minut pri 1000 
rpm. Nato smo odstranili supernatant in celice resuspendirali v 7 ml rastnega gojišča 
ter jih prenesli v 25 cm2 plastenko ter celično kulturo previdno razlili po dnu 
plastenke. Obliko in število celic smo preverili s svetlobnim mikroskopom, nato pa 
plastenko s celicami nemudoma postavili v inkubator.  
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3.2.3.1.2 Vzdrževanje suspenzijskih in pritrjenih sesalskih celičnih linij 
Suspenzijske celice smo pasirali, ko so dosegle koncentracijo maksimalno 106 
celic/ml in jih za potrebe poskusov gojili v 75 cm2 ali 150 cm2  gojitvenih plastenkah. 
Za novo pasažo smo celice 10-krat premešali tako, da smo vsakič s pipeto pipetirali 
vsaj polovico celotnega volumna celične kulture. Določen del resuspendirane celične 
kulture smo nato prenesli v novo gojitveno plastenko z ogretim rastnim gojiščem. K-
562 in Jurkat celice smo običajno pasirali 1:8. 
Pritrjene celice smo vzdrževali v 75 cm2  gojitvenih plastenkah do 80 % konfluentnosti 
in med tem menjavali gojišče po potrebi. Za pasiranje smo najprej odstranili gojišče 
in celice sprali z 2 ml ogretega tripsina, da smo se znebili ostanka rastnega gojišča. 
Dodali smo še 2 ml tripsina ter celice postavili v inkubator za 8-10 minut in na vsakih 
nekaj minut na mikroskopu preverjali stanje celic. Ko se je večina celic odlepila od 
podlage smo plastenko narahlo udarili od strani, da so se odlepile še preostale celice. 
Celice smo resuspendirali v minimalno 4 ml ogretega rastnega gojišča ter jih 
centrifugirali 2 minuti na 1000 rpm. Odstranili smo supernatant in celice 
resuspendirali v svežem rastnem gojišču. Določen del resuspendirane celične kulture 
smo prenesli v novo gojitveno plastenko z ogretim rastnim gojiščem. Caco-2 celice 
smo običajno pasirali 1:20. 
3.2.3.2    Gojenje suspenzijskih in pritrjenih sesalskih celičnih linij za poskuse 
Suspenzijske K-562 celice so se podvojile vsakih 16-20 ur, Jurkat celice pa vsakih 45-
48 ur. En dan pred poskusom smo celice dobro premešali (10-krat po polovico 
volumna) in jih prešteli (barvanje s tripanskim modrilom kot je opisano v poglavju 
3.2.3.2.2.1), da smo se prepričali, da bodo do poskusa dosegle zadostno število, ter da 
je viabilnost dovolj visoka. Za poskuse smo želeli pridobiti zdrave celice, ki so v 
eksponentni fazi rasti. V primeru, da se do naslednjega dne niso ustrezno namnožile 
glede na svoje karakteristike, poskusa nismo izvajali. Pri K-562 celicah so lepo vidne 
sestrske celice (celice, ki so se pred kratkim delile se držijo skupaj), kar je še dodatna 
informacija, da so se delile od zadnjega mešanja (Slika 5). Celicam smo rastno gojišče 
zamenjali za osnovno gojišče brez dodatkov vedno tik pred poskusom. Pred poskusom 
smo celice prešteli, nato prenesli v falkonke ter centrifugirali 2 minuti pri 1000 rpm, 
odstranili smo rastno gojišče, celice pa resuspendirali v ustrezni količini testnega 
gojišča.  
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Slika 5: Celična linija K-562 v gojišču. Na sliki so s puščicami nakazane sestrske celice, ki se držijo 
skupaj. Avtor slike: Ana Špilak. 
Pritrjene celice Caco-2 smo za izolacijo ZV gojili v 75 cm2  gojitvenih plastenkah kot 
za vzdrževanje celične kulture.  
Za ugotavljanje viabilnosti smo pritrjene celice nasadili na mikrotitrno ploščo z 96 
jamicami. Pri pasiranju celic gojenih v plastenkah smo jih odlepili s podlage s 
tripsinom ter jih resuspendirali v majhni količini rastnega gojišča. Celice smo prešteli 
po barvanju s tripanskim modrilom. V posamezno jamico smo dodali 100 µl celic 
gostote 57.000 celic/ml. Celice smo nato gojili 3 tedne v inkubatorju kot celice za 
vzdrževanje celične kulture. Celicam smo 3-krat na teden zamenjali gojišče tako, da 
smo celicam previdno z multikanalno pipeto odstranili gojišče ter jim dodali ogreto 
rastno gojišče. 
3.2.3.2.1    Tretiranje sesalskih celic s proteini  
Celice smo s proteini vedno tretirali na enak način. Proteine smo ustrezno redčili v 
ogretem testnem gojišču. LLOA318C-L334C   pa smo tik pred uporabo še oksidirali v 0.5 
mM fenantrolinu in 0.1 mM bakrovem (II) sulfatu, 20 minut pri sobni temperaturi 
(Cajnko in sod., 2015). Proteine, ki smo jih imeli v večjih volumnih, kot smo jih 
porabili v enem poskusu, smo ob prvi odtalitvi alikvotirali, da niso bili odtaljeni več 
kot 2-krat. Resuspendiranim celicam v testnem gojišču smo nato dodali redčen protein 
in jih premešali s pipetiranjem ter nato z obračanjem falkonk. Za prehajanje plinov 
smo pokrovčke falkonk odvili ter jih položili na falkonke brez tega, da bi jih zatesnili. 
Tako pripravljene celice s proteinom smo nato inkubirali v pri stalnih pogojih (37 °C, 
5 % CO2 in 95 % zračni vlažnosti) v inkubatorju 30 minut. Sledilo je določanje 
viabilnosti celic in izolacija ZV. 
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3.2.3.2.2 Viabilnost sesalskih celic  
Viabilnost celic smo preverjali s tremi različnimi reagenti in postopki.  
3.2.3.2.2.1 Tripansko modrilo   
S tripanskim modrilom (TM) smo celice šteli med pasiranji ter za preverjanje hitrosti 
rasti celic. To barvilo ima lastnost, da prodre v celice, ki so mrtve ter jih obarva modro 
(Slika 6). Zato se uporablja za preverjanje viabilnosti celic.  
Celice smo dobro premešali ter odpipetirali 25 µl celične suspenzije. Nato smo dodali 
75 µl TM (razmerje 1:4). Celice smo nato odpipetirali na števno komoro (Brand, 0,1 
mm, 0,0025 mm2) in jih prešteli pod mikroskopom ter nato izračunali število celic na 
mililiter po formuli. Ko smo celice šteli za poskuse smo poskušali prešteti vsaj 100 
celic za večjo zanesljivost.  
število
celic
ml
=
število preštetih celic
število preštetih kvadratkov
*redčitev*volumen 
… (1) 
 
Slika 6: K-562 celice obarvane s tripanskim modrilom. Temno obarvani celici sta mrtvi, žive pa so 
ostale neobarvane, saj barvilo ne pronica skozi njihovo membrano. Avtor slike: Ana Špilak. 
3.2.3.2.2.2    Propidijev jodid 
S propidijevim jodidom (PI) smo barvali samo suspenzijske celice med izolacijo 
zunajceličnih veziklov. Poleg barvanja s tripanskim modrilom je bila to še dodatna 
kontrola za viabilnost celic. PI je flurescentna molekula, ki lahko preide poškodovane 
membrane umrlih celic, ter se veže na njihovo DNA, pri živih celicah pa ne more 
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preiti plazmaleme. Obarvanost celic smo ugotavljali na pretočnem citometru 
(Crowley in sod., 2016).  
3.2.3.2.2.3     PrestoBlue 
Med izolacijo zunajceličnih veziklov viabilnost pritrjenih celic nismo mogli 
spremljati s tripanskim modrilom ali propidijevim jodidom, kot v primeru 
suspenzijskih celic, saj bi jih morali v tem primeru najprej tripsinizirati, da bi prekinili 
tesne stike ter odlepili celice od podlage. Nato bi sledilo še centrifugiranje, kar pa bi 
že tako oslabljene celice zaradi tretiranja s porotvornimi proteini še dodatno oslabilo 
ter nam dalo nezanesljive rezultate. Pritrjene celice v plastenki pa prav tako ni bilo 
mogoče natančno opazovati, saj lahko rastejo zelo konfluentno in meje med celicami 
niso vidne, prav tako bi težko določili natančen volumen in redčitev, kar nam pri 
barvanju s tripanskim modrilom omogoča števna komora. Zato smo poskus viabilnosti 
pritrjenih celic Caco-2 izvedli neodvisno od izolacije ZV (pri suspenzijskih celičnih 
linijah pa hkrati), na mikrotitrnih ploščah z 96 jamicami. Vse celice smo v enaki 
gostoti nasadili na mikrotitrno ploščo z 96 vdolbinicami ter celice gojili 21 dni, z 
rednim menjavanjem rastnega gojišča, da so tvorile enakomeren monosloj.  Pred 
poskusom smo ogreli osnovno gojišče za Caco-2 in oksidirali protein LLOA318C-L334C, 
kot je opisano v članku Cajnko in sod., 2015. Nato smo v osnovnem gojišču naredili 
ustrezne redčitve proteinov. To smo naredili v posebni mikrotitrni plošči. Od leve 
proti desni smo proteine redčili 1:2. Nato smo jih za 5 minut še ogreli v inkubatorju 
(37 C). Med tem smo celicam odstranili rastno gojišče,  jih sprali z ogretim osnovnim 
gojiščem, da smo se znebili ostankov HIFBS in holesterola, ki bi lahko vplivali na 
aktivnost PFP. Pritrjene celice smo tretirali z apikalne strani z različnimi 
koncentracijami proteinov raztopljenih v osnovnem gojišču. Po 30 minutni inkubaciji 
smo celice sprali z rastnim gojiščem, nato pa dodali 100 µl rastnega gojišča ter 20 µl 
1:1 z rastnim gojiščem redčenega reagenta PrestoBlue. Celice smo zatem inkubirali v 
inkubatorju ter izmerili fluorescenco na mikročitalcu FLUOstar Galaxy po 3 in 5 urah. 
Reagent PrestoBlue lahko prehaja celično membrano živih celic. Reducirajoči pogoji 
v živih celicah spremenijo reagent v rdečo flurescirajočo barvo in to spremembo lahko 
izmerimo z meritvami fluorescence ali absorbance.  
3.2.3.3 Določitev sublitičnih koncentracij porotvornih proteinov pri celični liniji K-
562   
Tik pred pričetkom poskusa smo pripravili gojišča z ustrezinim pH. Umerili smo jih 
s pufrom MES (Neuhoff in sod., 2003) in HCl. Pripravili smo si dve mikrotitrni plošči 
s 96 vdolbinicami. Obe smo si primerno označili. Začeli smo z oksidiranjem proteina 
LLOA318C-L334C, kot je opisano v članku (Cajnko in sod, 2015), če je bilo to potrebno. 
Potem smo prešteli celice pod mikroskopom ob barvanju s tripanskim modrilom 
(opisano v podpoglavju 3.4.3.4.1) ter jih centrifugirali, nato pa resuspendirali v 
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ustrezni količini osnovnega gojišča, da smo imeli dovolj celic, ter da je bilo končno 
število celic ob dodatku proteina približno 100.000 celic na vdolbinico. Celice smo 
prenesli nazaj v inkubator in se lotili redčitve proteinov na drugi mikrotitrni ploščici. 
Medtem, ko smo pripravljali celice je že potekla 30 minutna oksidacija proteina 
LLOA318C-L334C. Ko smo proteine ustrezno razredčili, smo jih postavili v inkubator za 
5 minut, da so se ogreli v gojišču, in jih nato dodali celicam. Po 20 minutah inkubacije 
smo dodali še reagent PrestoBlue. Končni volumen na jamico: 50 µl celic v testnem 
gojišču + 50 µl redčenega toksina v testnem gojišču + 20 µl 1:1 (v:v) redčenega 
PrestoBlue v testnem gojišču = 120 µl. Na vsaki stopnji smo celice dobro premešali. 
Flurescenco smo pomerili 2-krat samo za našo kontrolo, pri analizi pa smo upoštevali 
drugo meritev. Prvo meritev smo izvedli po 10 minutni inkubaciji celic s restoBlue, 
drugo meritev pa po 2 urah. Druga meritev je bolj natančna, saj ima PrestoBlue več 
časa, da pronica v celico in se tam reducira. Poskus smo ponovili 2-krat za vse tri 
uporabljene PFP ( LLO in LLOY406A  pri fiziološkem pH in pH 6) in 1-krat za odziv 
celic na LLO Y406A  pri gojiščih z različnim pH.  
3.2.4    Hemoliza  
S hemolizo smo želeli določiti ustrezno testno gojišče za izolacijo ZV. Le to je moralo 
omogočiti LLO ustrezno aktivnost, ter ni smelo že samo po sebi vsebovati veziklov.  
Test hemolize smo opravili v različnih gojiščih, predvsem zato, da bi videli, kako 
toplotno inaktiviran goveji serum (ang. heat inactivated bovine serum; HIFBS) v 
gojiščih vpliva na aktivnost proteinov. Le ti namreč za vezavo na membrano 
potrebujejo tudi holesterol, ki je prisoten v samem HIFBS. Zato bi njegov dodatek v 
testno gojišče lahko pomenil zmanjšano aktivnost proteina. Poleg standardnega 
HIFBS smo uporabili tudi HIFBS, ki smo mu z ultracentrifugiranjem odstranili 
zunajcelične vezikle (Ultracentrifuga Optima: 120000 x g, 6 ur).  
Uporabljena gojišča za poskus: 
• Osnovno gojišče RPMI 1640 A10491 z dodatkom HIFBS (rastno gojišče Jurkat)  
• Osnovno gojišče DMEM D5671 z dodatkom HIFBS (rastno gojišče K-562)  
• Osnovno gojišče RPMI 1640 A10491 z dodatkom HIFBS pri katerem smo 
odcentrifugirali zunajcelične vezikle (Optima L-100 XP, 120000 x g, 6h) 
(osnovno + HIFBS brez ZV Jurkat) 
• Osnovno gojišče DMEM D5671 z dodatkom HIFBS pri katerem smo 
odcentrifugirali zunajcelične vezikle (Optima L-100 XP, 120000 x g, 6h) 
(osnovno + HIFBS brez ZV K-562) 
• Osnovno gojišče RPMI 1640 A10491 (osnovno gojišče Jurkat) 
• Osnovno gojišče DMEM D5671 (osnovno gojišče K-562) 
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Za test hemolize smo uporabili goveje eritrocite, ki smo jih pred uporabo 3-krat sprali 
z eritrocitnim pufrom (Tris 20mM, NaCl 140mM, pH 7,4). V mikrotitrno ploščo smo 
dodali ogreta pripravljena testna gojišča ter naredili serijsko redčitev proteina z znano 
koncentracijo. Nato smo pripravljena gojišča s proteinom inkubirali pol ure. Medtem 
smo pripravili eritrocitno suspenzijo, ki je imela absorbanco pri 630 nm 0,5±0,07. Ko 
smo imeli vse pripravljeno ter je potekla 30 minutna inkubacija proteinov v testnem 
gojišču, smo tik pred meritvijo eritrocitni suspenziji dodali protein ter nemudoma 
pričeli z meritvami na čitalcu mikrotitrnih plošč SynergyMX. Meritve so potekale 20 
minut pri 25 ºC, aparat pa je turbidanco izmeril vsakih 20 sekund. Za shranjevanje 
odčitkov ter analizo smo uporabili program Gen5.1 (Biotek, ZDA) in Excel Office.  
3.2.5 IZOLACIJA ZV 
3.2.5.1 Izolacija zunajceličnih veziklov z ultracentrifugiranjem  
Sam poskus smo zasnovali v treh glavnih korakih (Slika 7). Prvi korak je 30 minutna 
inkubacija celic z izbranimi PFP in preverjanje viabilnosti. Sledi izolacija z 
diferencialnim centrifugiranjem in ultracentrifugiranjem, pri čemer določimo tudi 
viabilnost celic na dva načina: barvanje s TM in opazovanje pod mikroskopom ter 
barvanje s propidijevim jodidom in sledenje s pretočnim citometrom. Po izolaciji 
veziklov vZV pobarvamo z Anneksinom V. ter CFSE in jih kvantificiramo s 
pretočnim citometrom. mZV pa opazujemo z napravo DLS in NanoSight300 (NTA). 
Obe frakciji tudi zamrznemo na -80 C (Slika 7).  
 
Slika 7: Shema izolacije in analize zunajceličnih veziklov po glavnih korakih. Na shemi so prikazani 
trije glavni koraki izolacije ZV. Okrajšave so po abecedi: dinamično sipanje svetlobe (DLS), analiza 
ki uporablja optično sledenje posameznemu delcu (NTA), pretočna citometrija (PC), propidijev jodid 
(PI), tripansko modrilo (TM), barvanje vZV z Aneksinom V. (vZV+Ann V.), barvanje vZV s 5-
karboksilflurescein diacetat sukcimidil ester (vZV+CFSE). Kvadrati predstavljajo naprave in analize 
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ki smo jih uporabili na posamezni točki poskusa. Kjer je prisotna snežinka pomeni, da smo vsaj del 
vzorcev na tej točki tudi na hitro zamrznili in shranili pri -80 C za kasnejše analize. Pri 1. koraku 
izolacije puščica najbolj na desno predstavlja vse uporabljene metode za določanje viabilnosti celic. 
Pravokotnik na desno predstavlja mikrotitrno ploščo, katero smo uporabili pri določanju živosti celic 
Caco-2. 
Najprej smo si pripravili ustrezne redčitve proteinov za posamezen poskus kot je 
opisano v poglavju 3.2.1.3. Ko smo imeli pripravljene ustrezne redčitve proteinov smo 
odpipetirali 14 ml celic v 4 falkonke, ter jih centrifugirali pri 1000 RPM, 2 minuti. 
Potem smo odpipetirali rastno gojišče ter celice resuspendirali v skupni posodi v 
testnem gojišču. V 4 sveže falkonke smo odpipetirali po 13 ml dobro premešanih celic 
v testnem gojišču. Proteine smo redčili v ogretem testnem gojišču, da je bil končni 
volumen 1 ml, kot kontrolo pa smo uporabili 1 ml testnega gojišča. Od najnižje do 
najvišje koncentracije smo k celicam dodali ustrezno redčene proteine ali testno 
gojišče (kontrola) ter vse celice na enak način premešali. Zaradi logističnih omejitev 
smo pri posameznem poskusu lahko naenkrat obravnavali 4 vzorce (ponavadi 
kontrola ter 3 vzorci tretirani s proteinom, Slika 8). Tretirane celice smo nemudoma 
postavili v inkubator ter jih inkubirali 30 minut pri normalnih rastnih pogojih, pri 
čemer smo pustili pokrovčke falkonk rahlo odvite za prehod dihalnih plinov. Po 27 
minutah inkubacije, tik pred koncem inkubacije in začetkom izolacije ZV smo od 
posameznega tretiranja še odpipetirali 250 µl vzorca, ki smo ga uporabili za določitev 
viabilnosti celic s TM. Za zanesljive rezultate smo poskušali vedno prešteti vsaj 100 
celic, včasih pa to ni bilo mogoče. Na primer pri višjih koncentracijah citotoksičnih 
proteinov zaradi prevelikega števila mrtvih celic, ki so razpadale, ni bilo mogoče 
videti toliko celic, zaradi tega smo žive celice primerjali s kontrolo (in tako določili 
njihovo absolutno število), saj smo za vsako tretiranje celice resuspendirali v skupni 
banjici ter jih dobro premešali, da je bilo število celic enako pri vseh paralelnih 
izolacijah ZV. Nato smo začeli z izolacijo zunajceličnih veziklov z diferencialnim 
centrifugiranjem pri 4 ºC.  
Diferencialno centrifugiranje je potekalo po korakih:  
- 1459 rpm  ali 500 x g /10 minut (centrifuga Eppendorf, rotor f-36-6-30). Usedlino 
smo resuspendirali v 5 ml PBS. Od tega smo odpipetirali 200 µl in dodali 20 µl 
propidijevega jodida (koncentracija). Nato smo nemudoma pomerili viabilnost na 
pretočnem citometru (CyFlow space (Partec)). Supernatant pa smo prelili v novo 
falkonko ter nadaljevali centrifugiranje.  
 
- 4128 rpm ali 2000 x g / 20 minut (centrifuga Eppendorf, rotor f-36-6-30), 
(Valencia 2016). V usedlini smo imeli apoptotska telesca, ki jih nismo potrebovali 
za analizo. Zato smo supermatant smo prelili v novo falkonko ter od tega 
odpipetirali po 2 ml posameznega vzorca v 6 centrifugirk. Tako smo posamezen 
vzorec razdelili na 3 dele. Pri tem smo pričakovali manjše izgube vzorca, vendar 
zaradi tehničnih omejitev ni šlo drugače.  
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- 13722 rpm ali 20000 x g / 30 minut (centrifuga Eppendorf, rotor FA-45-30-11 ), 
2-krat. Supernatante od posameznega poskusa smo združili ter odpipetirali 10 ml 
v posamezne ultracentrifugirke, na katere smo navili čiste pokrovčke. 
Ultracentrifugirke smo nato stehtali in se prepričali, da so bile dobro umerjene. 
Usedlina predstavlja naše mikrovezikle oziroma večje zunajcelične vezikle. 
Resuspendirali smo smo jo v 2 ml PBS in ponovili centrifugiranje 13722 rpm / 30 
minut. Ko je bilo to končano, smo po dvoje usedlin združili, da smo dobili od 
posameznega tretiranja 3 paralelke. Eno smo resuspendirali v 100 µl PBS in na 
hitro zamrznili v tekočem dušiku teh shranili pri -80 C, ostali dve pa smo 
pobarvali, eno z Annexinom V., drugo pa s CFSE ter analizirali na pretočnem 
citometru, kot je opisano v poglavju 3.2.5.1.1.2.. Ultracentrifugirke smo med tem 
že dali na centrifugiranje:  
 
- 38800 rpm ali 120000 x g / 90 minut (ultracentrifuga Optima, rotor 50 Ti), 2-krat. 
Supernatant smo zavrgli, usedlino pa suspendirali v 10 ml PBS ter ponovili 
centrifugiranje. Po drugem centrifugiranju smo PBS odlili ter usedlini, v kateri so 
mZV (eksosomi), dodali 200 µl PBS ter narahlo potresli ultracentrifugirko ter 
pustili na sobni temperaturi minimalno 30 minut. Tako so se lahko manjši 
zunajcelični vezikli sami odlepili. Potem smo 90 µl vzorca odpipetirali za analizo 
DLS, ostalo pa smo na hitro zamrznili v tekočem dušiku in shranili pri -80 ºC za 
poznejšo analizo. Če smo vzorce analizirali z DLS, smo to naredili še isti ali 
naslednji dan, v tem primeru smo jih shranili v hladilniku pri 4 C. Ko smo vzorec 
želeli analizirati, smo ga odtajali na enak način kot celice, na hitro, v vodni kopeli 
pri temperaturi 37 C, nato pa shranili na hladnem do analize (4 C). 
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Slika 8: Shema tretiranja celic s proteini in izolacija zunajceličnih veziklov. Potek izolacije 
zunajceličnih veziklov po korakih, ki so opisani pred sliko in nakazani s puščicami. Uporabljene 
okrajšave: dinamično sipanje svetlobe (DLS), analiza ki uporablja optično sledenje posameznemu 
delcu (NTA), PBS pufer (PBS),  pretočna citometrija (PC), propidijev jodid (PI), tripansko modrilo 
(TM), barvanje vZV z Aneksinom V. (vZV+Ann V.), barvanje vZV s 5-karboksilflurescein diacetat 
sukcimidil ester (vZV+CFSE). Kjer je prisotna snežinka pomeni da smo vsaj del vzorcev na tej točki 
tudi na hitro zamrznili in shranili na -80 C za kasnejše analize. Spirala predstavlja centrifugo, dvojna 
spirala pa ultracentrifugo. Znak ' predstavlja minute.  predstavljata resuspendiranje peleta v pufru, 
ki je napisan desno od puščic. Desno od oznak (npr puščice, ultracentrifuga) so napisani pogoji, pri 
katerih je tisti del poskusa potekal (npr. prva puščica: 30 minut pri 37 C).  
3.2.5.1.1    Večji zunajcelični vezikli (vZV) 
3.2.5.1.1.1 Barvanje vZV  
Po centrifugiranju mikrocentrifugirk pri 20000 x g (13722 rpm) smo v usedlini dobili 
mikrovezikle. Ker ločitev od eksosomov ni popolnoma mogoča in je verjetno, da so 
v usedlini prisotni tudi večji eksosomi, bomo uporabljali izraz večji zunajcelični 
vezikli (vZV). Le te smo barvali na dva načina, z Annexinom V. in CFSE. Ker sta oba 
občutljiva na svetlobo, smo centrifugirke, ki smo jih pri barvanju uporabljali, ovili v 
aluminijasto folijo.  
Aneksin V. je barvilo, ki se veže na fosfatidilserin, ki je prisoten na zunanji in notranji 
strani membrane ZV. Aneksin V. se lahko uporablja tudi za sledenje apoptoze, saj je 
pri tem fosfatidilserin prisoten na zunanji strani membrane, pri živih celicah pa v 
veliki večini na notranji strani membrane. Ne moremo pa aneksina V. uporabiti za 
sledenje viabilnosti pri celicah tretiranih s PFP, saj bi lahko aneksin V. prehajal skozi 
pore in bi pri opazovanju celic dobili nepravi rezultat. Pri barvanju z aneksinom V. 
smo usedlino vZV resuspendirali v 200 µl 1x vezavnega pufra za aneksin V. Nato 
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smo centrifugirali 30 minut pri 18000 x g in 4 C in ob koncu odlili supernatant. Tik 
pred merjenjem na pretočnem citometru smo si pripravili raztopino za barvanje, ki je 
sestavljena iz 0,4 µl aneksina V., ki ga raztopimo v 200 µl 1x vezavnega pufra. 
Posameznemu vzorcu smo tik pred meritvijo dodali 50 µl te raztopine za barvanje in 
dobro premešali. Inkubirali smo 10 minut pri sobni temperaturi ter nato posameznemu 
vzorcu dodali še 150 µl vezavnega pufra in takoj analizirali na pretočnem citometru.  
Pri barvanju vZV s CFSE smo usedlini dodali 40 µl 40 µM CFSE in inkubirali 2h na 
37 ºC. Po eni uri inkubacije smo premešali tako, da smo narahlo stresali centrifugirko. 
Potem smo dodali PBS do 1 ml in pomerili na pretočnem citometru. (Morales-
Kastresana in sod., 2017) 
3.2.5.1.1.2    Kvantifikacija vZV s pretočno citometrijo  
Obarvane vZV smo opazovali s pretočnim citometrom. Pri meritvah na pretočnem 
citometru smo uporabljali pretočni citometer MACSQuant Analyzer z laserjem 488 
(Miltenyi Biotec) in fluorokrom FITC. ZV smo analizirali glede na značilnosti 
velikosti in granuliranosti (FS/SS; forward scatter / side scatter) ter glede na 
intenzivnost fluoresciranja barvila. Pri vsakem vzorcu smo analiziraji vsaj 10000 
dogodkov. Dobljene podatke smo obdelali s pomočjo programa GraphPad Prism 6. 
Pri tretiranjih, kjer smo imeli na voljo 3 vzorce, smo vzorce statistično primerjali med 
seboj. Za ovrednotenje statistično značilne razlike smo uporabili neparametrični 
Friedmanov test. Kot statistično značilne razlike med vzorci smo upoštevali tiste, pri 
katerih je bila vrednost p < 0,05. 
3.2.5.1.2    Manjši zunajcelični vezikli (mZV) 
Izolirane mZV, ki smo jih resuspendirali v 200 µl PBS in nato alikvotirali, nismo 
barvali, vedno smo jih opazovali nativne v PBS pufru, ki zagotavlja da ostanejo čim 
dlje stabilni. Velikost veziklov, ki smo jo preverjali z dinamičnim sipanjem svetlobe 
(ang. Dynamic Light Scattering; DLS), smo analizirali še isti ali naslednjnji dan, takrat 
smo vezikle shranili v hladilniku na 4 C. Za analize količine mZV pa smo uporabili 
optično sledenje posameznemu delcu (ang. Nanoparticle tracking analysis; NTA), 
katero pa ni bilo vedno možno, zato smo vse vzorce za to analizo na hitro zamrznili v 
tekočem dušiku in jih shranili pri -80 C.  
3.2.5.1.2.1    Določanje velikosti mZV z DLS  
Velikost mZV smo izmerili z metodo DLS, ki deluje po principu spremljanja sipanja 
svetlobe na delcu in Brownovega gibanja delca. S to metodo smo želeli preveriti 
velikost izoliranih mZV. Naprava ZetaSizer Nano ZS lahko določi za posamezen 
vzorec 3 najpogostejše velikostne razrede. Meritve smo opravili z neredčenimi vzorci, 
lomni količnik materiala je bil 1,4, lomni količnik medija pa 1,3. Uporabili smo 
programsko opremo ZetaSizer Nano ZS in GraphPad Prism 6 za prikaz rezultatov. Pri 
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celični liniji Caco-2 analiza s to napravo ni bila mogoča, saj so bili mZV preveč 
heterogeni in smo dobili nezanesljive rezultate, ki so se med seboj zelo razlikovali.  
3.2.5.1.2.2    Določanje števila mVZ z NTA  
Uporabljali smo napravo NanoSight NS300, ki deluje na principu spremljanja sipanja 
svetlobe na delcu in Brownovega gibanja delca ter s tem omogoči optično sledenje 
posameznemu delcu. Pred uporabo smo sestavili celico z nosilcem in privili cevko za 
doziranje ter cevko za odpad. Nosilec smo vstavili v napravo ter ga fiksirali. Vzorec 
eksosomov, ki je bil shranjen pri -80 ºC smo na hitro odtalili v vodni kopeli, ki je 
imela 37ºC. Vzorec smo ustrezno redčili s PBS (100 µl vzorca + 400 µl PBS). Merilno 
celico smo naprej sprali s PBS, nato pa smo v svežo 1 ml brizgo potegnili vzorec, ter 
ga aplicirali skozi cevko na celico. Vzorec smo aplicirali zelo počasi, ter pazili na 
mehurčke. Po izbrizganih približno 150 µl vzorca smo na ekranu od posnetka kamere 
našli vezikle ter jih ročno izostrili. Nato smo brizgo vpeli v avtomatski dozirnik ter 
pripravili protokol za meritev. Za vsak vzorec smo posneli 3 ali 5 posnetkov, čas 
zajemanja posameznega posnetka pa je bil 60 s, camera level je bil nastavljen na 14, 
prag detekcije pa 7. Pred vsako meritvijo je naprava avtomatsko injicirala 50 µl 
vzorca. Podatke smo potem analizirali s pomočjo programa RStudio in GraphPad 
Prism 6. Od vseh meritev smo upoštevali 3 posnetke, v njih pa samo delce velikosti 
med 30 in 200 nm.  
3.2.6 Konfokalna mikroskopija 
Celice smo vizualizirali s konfokalnim mikroskopom. Pri tem smo najprej celice 
tretirali s proteini, kot pri izolaciji ZV. Ker smo potrebovali manjši volumen, smo za 
tretiranje uporabili mikrotitrne plošče z 12 jamicami. Celice smo tretirali s 
sublitičnimi koncentracijami (10-krat nižje kot litične), uporabili pa smo 2 ml celic z 
gostoto 1 × 106 celic/ml. Čas inkubacije celic s proteinom je bil 30 minut. Nato smo 
obarvali s flurescenčnimi barvili 1) jedra s Hoechst in membrane z Vybrant DiD ali 
2) jedra s Hoechst in membrane z WGA AlexaFluor 488. Hoechst barvilo lahko 
prehaja celično membrano ter se veže na majhen žleb DNA bogate s timinom in 
adenozinom, z njim označujemo jedra. Barvilo Vybrant DiD se veže na celične 
membrane in lipide. S tem flurescenčnim barvilom smo označili membrane. Barvilo 
WGA AlexaFluor 488 se veže na sialično kislino in N-acetilglukozamin, tudi z njim 
označujemo membrane.  
3.2.6.1    Barvanje celic s flurescentnimi barvili  
Za barvanje s Hoechstovim barvilom smo najprej celicam odcentrifugirali supernatant 
(500 x g, 2 minuti) in previdno odstranili medij. Nastavitve centrifuge smo med 
celotnim barvanjem z obema barviloma imeli nespremenjeno. Nato smo dodali 200 
µl 5 µg/ml Hoechst barvila. Celice z barvilom smo inkubirali 10 minut v inkubatorju 
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in ponovili centrifugiranje (500 x g, 2 minuti). Nato smo odstranili supernatant in 
dodali 5 µl raztopine Vybrant DiD ali 100 µl 200-krat redčenega 1 mg/ml WGA 
AlexaFluor 488 na 1 ml celične suspenzije ter dobro premešali. Inkubirali smo 5-10 
minut v inkubatorju za celice. Nato smo še 2-krat ponovili centrifugiranje (500 x g, 2 
minuti) in med centrifugiranji sprali celice z ogretim osnovnim gojiščem. Na koncu 
smo jih resuspendirali v 200 µl in previdno nanesli na mikroskopirno komoro. 
Obarvane celice smo opazovali s konfokalnim mikroskopom Leica TCS SP5 s 40× 
imerzijskim objektivom. Uporabljene valovne dolžine za vzbujanje in emisijo 
fluoroforov so bile naslednje: Hoechst (vzbujanje: 350 nm; emisija: 461 nm), Vybrant 
DiD (vzbujanje: 644 nm; emisija: 665 nm). Uporabljena laserja sta bila HeNe 543 in 
Dioda 405. Uporabili smo programsko opremo LAS AF. 
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4 REZULTATI 
4.1 DOLOČITEV GOJIŠČA ZA TESTIRANJE VPLIVA LLO 
S testom hemolize v različnih gojiščih smo ugotovili, kakšen vpliv imajo različna 
gojišča na aktivnost LLO. Velikokrat se za izolacijo ZV uporabljajo gojišča s HIFBS, 
pri katerem so odstranjeni ZV, zato smo z ultracentrifugiranjem pripravili tudi HIFBS 
brez ZV. Najbolj primerno se je za tretiranje celic z LLO pokazalo osnovno gojišče, 
brez vseh dodatkov, saj je bil protein v tem gojišču najbolj aktiven (Slika 9). LLO je 
bil srednje aktiven v rastnih gojiščih, najmanj aktiven pa je bil v osnovnem gojišču z 
dodanim HIFBS brez ZV. V osnovnem gojišču z dodanim HIFBS brez ZV nismo 
pričakovali nižje aktivnosti proteina kot v gojišču, ki vsebuje HIFBS.   
 
Slika 9: Hemolitična aktivnost 100 nM LLO v različnih gojiščih. Na grafu vidimo absorbance po 
dodatku LLO od časa 0. Uporabljeno osnovno gojišče je gojišče brez kakršnih koli dodatkov. Osnovno 
+ HIFBS brez ZV je osnovno gojišče z dodanim HIFBS, ki smo mu z ultracentrifugiranjem odstranili 
zunajcelične vezikle (16h, 120000 x g).  Rastno gojišče je osnovno gojišče z ustreznimi dodatki za 
optimalno rast celic (dodan HIFBS, L-glutamin). Vsa gojišča so opisana v poglavju 3.1.3., kjer je tudi 
definirano katero osnovno gojišče je uporabljeno pri K-562 in katero pri Jurkat. Posamezna krivulja 
predstavlja eno meritev. 
4.2 DOLOČANJE SUBLITIČNIH KONCENTRACIJ PROTEINOV PRI 
CELIČNI LINIJI K-562 
Za izbrano celično linijo K-562 smo z reagentom PrestoBlue določali okvirne litične 
in sublitične koncentracije za divji tip LLO, LLOY406A in LLOA318C-L334C. Aktivnost 
LLO smo testirali pri pH 7,4 in 6, aktivnost LLOY406A pa smo testirali pri pH 8, 7,5, 
7,4, 7, 6,5, 6, 5,5, saj je njuna aktivnost pogojena s pH. Pri LLOA318C-L334C pa smo 
poleg neoksidiranega proteina pri pH 7,4 uporabili tudi predhodno oksidiran protein, 
saj ta ob oksidaciji izgubi aktivnost. S tem smo želeli preveriti odziv celic na tega 
mutanta LLO v aktivnem in neaktivnem stanju. 
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Pri določanju litičnih in sublitičnih koncentracijah proteinov pri celični liniji K-562 
se je izkazalo, da je LLO v skladu s pričakovanji najbolj toksičen za celice. Pri pH 7,4 
je bil LLO litičen pri 1 nM proteinu, pri pH 6 pa je bil litičen že pri 0,01 nM proteinu. 
LLOY406A ni bil litičen pri pH 7,4, pri pH 6 pa je pokazal litično aktivnost pri 10 nM 
proteinu. LLOA318C-L334C je 100-krat manj citotoksičen kot LLO pri pH 7,4 (Slika 10). 
0
,0
0
1
0
,0
1
0
,1 1 1
0
1
0
0
1
0
0
0
1
0
0
0
0
2
0
0
0
0
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
1 2 0
k o n c e n tra c ija  p ro te in a  [n M ]
%
 ž
iv
ih
 c
e
li
c
L L O  w t p H  7 ,4
LLO
Y 4 0 6 A
p H  7 ,4
LLO
A 3 1 8 C -L 3 3 4 C
p H  7 ,4
L L O  w t p H  6
LLO
Y 4 0 6 A
p H  6
LLO
A 3 1 8 C -L 3 3 4 C
o x  p H  7 ,4
 
Slika 10: Določanje litičnih in sublitičnih koncentracij z reagentom PrestoBlue pri različnih 
koncentracijah LLO, LLOY406A in LLOA318C-L334C pri celični liniji K-562. Vrednosti so normalizirane s 
kontrolo. Krivulja je povprečje dveh meritev. 
LLOY406A je bil pri pH 6,5 in višjem (torej tudi 7, 7,5 in 8) neaktiven in na celice ni 
deloval litično niti pri višjih koncentracijah, kot je 1000 nM. Pri pH 6 in pH 5,5 pa je 
bil citotoksičen. Pri pH 6,5 je bil za večino celic litičen pri 10 nM koncentraciji, pri 
pH 5,5 pa pri 1 nM koncentraciji (Slika 11). 
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Slika 11: Določanje litičnih in sublitičnih koncentracij z reagentom PrestoBlue pri mutantu LLOY406A 
in pri celični liniji K-562. Vrednosti so normalizirane s kontrolo. Krivulja predstavlja eno meritev. 
Iz krivulj citotoksičnosti (Slika 10 in Slika 11) smo določili okvirne litične in 
sublitične koncentracije proteinov v osnovnem gojišču, ki so prikazane v preglednici 
6. Litične in sublitične koncentracije proteinov so odvisne tudi od pasaže/starosti 
celic, prehranjenosti celic in drugih okoljskih dejavnikov, zato smo živost celic 
preverjali tudi sproti ob vsakem poskusu, podatki iz preglednice 6 pa so nam služili 
kot okvirne koncentracije proteinov za tretiranje celic K-562 in nato izolacijo ZV.   
Preglednica 6: Določene okvirne litične in sublitične koncentracije za izolacijo ZV pri celični liniji K-
562. 
Vrednosti so bile določene iz dveh poskusov, ki sta zajemala proteine in gojišča pokazana na Sliki 10, 
in enega poskusa, ki je bil izveden s proteinom LLOY406A pri različnih pH (Slika 11). Vrednosti za 
LLOY406A pri fiziološkem pH so predstavljene s svetlejšo sivo barvo, protein pri teh koncentracijah ni 
bil litičen, zato smo uporabili najvišje koncentracije, kot smo jih določili za LLOA318C-L334C ox .  
proteini\ 
koncentracija 
litična [nM] 10x nižja od litične 
[nM] 
100x nižja od litične 
[nM] 
LLO pH 6 0,01  0,001  0,0001 
LLO pH 7,4 1  0,1  0,01  
LLOY406A   pH 6 1  0,1 0,01 
LLOA318C-L334C red 
pH 7,4 
10  1 0,1 
LLOA318C-L334C ox 
pH 7,4 
100  10 1 
LLOY406A pH 7,4 100  10 1 
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4.3 ODZIV CELIČNE LINIJE CACO-2 NA LLO 
4.3.1 Viabilnost pritrjene celične linije Caco-2 
Pri pritrjeni celični liniji Caco-2 smo določili viabilnost celic pri različnih 
koncentracijah PFP z reagentom PrestoBlue (Slika 12). Med proteini najbolj izstopa 
tretiranje celic z LLO, kjer se litično delovanje proteina na celice začne kazati pri 
koncentraciji 125 nM. Pri Caco-2 celicah je bil odziv na oba mutanta (LLOY406A in 
LLOA318C-L334C ox) zelo podoben, nista delovala citotoksično, tudi pri najvišjih 
uporabljenih koncentracijah (1000 nM) je bila živost pri obeh višja od 90%. Pritrjene 
celice smo po inkubaciji s PFP sprali in dodali sveže ogreto rastno gojišče, kar bi 
lahko pripomoglo k njihovi boljši regeneraciji. 
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Slika 12: Celice Caco-2 tretirane z različnimi koncentracijami proteinov in mutantov, ki tvorijo pore v 
celičnih membranah. Na grafu so prikazani trije neodvisni poskusi pri pH 7,4. Vrednosti so 
normaliziranie s kontrolo.  
4.3.2 Vezikulacija pritrjene celične linije Caco-2 
4.3.2.1 vZV, ki se sproščajo po tretiranju celične linije Caco-2 z LLO 
Caco-2 celice smo tretirali z različnimi proteini pri enakih koncentracijah in 
fiziološkem pH in vZV analizirali s pretočnim citometrom. LLO je pri 100 nM 
proteinu že delno litičen za celice Caco-2 (Slika 12), zato je povečanje vZV glede na 
kontrolo pri tej koncentraciji pričakovano, pri nižjih koncentracijah pa nismo 
pričakovali povečanega izločanja vZV glede na kontrolo. Delež izločenih vZV je 16-
krat višji kot pri kontroli že pri 10 nM LLO (Slika 13), čeprav protein ni bil litičen za 
celice pri tej koncentraciji ( Slika 12). Pri 100 nM proteinu pa je povzročil izjemno 
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visoko vezikulacijo. Celice, tretirane z LLOY406A, so pri 100 nM koncentraciji proteina 
izločile povečan delež vZV glede na kontrolo, pri nižjih koncentracijah pa je bilo 
izločanje vZV celo nekoliko zmanjšano v primerjavi s kontrolo. Pri celicah, tretiranih 
z mutantom LLOA318C-L334C ox nismo opazili bistvenih razlik v količini vZV glede na 
kontrolo (Slika 13). 
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Slika 13: Relativni delež vZV izoliranih iz supernatanta celic Caco-2 tretiranih z različnimi PFP v 
fiziološkem pH. Na X osi so predstavljene koncentracije proteinov, s katerimi so bile tretirane celice 
apikalno. Meritve so bile opravljene s pretočnim citometrom, barvanje vZV pa s CFSE. Vsak stolpec 
predstavlja en neodvisen poskus, normaliziran s kontrolo. Na grafu vrednost 1 predstavlja enak delež 
izločenih vZV kot pri kontroli.  
A) 
B) 
C) 
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4.4 ODZIV CELIČNE LINIJE JURKAT NA LLO 
4.4.1 Viabilnost suspenzijske celične linije Jurkat 
Pri suspenzijskih celičnih linijah smo živost celic spremljali vzporedno z izolacijo ZV 
z dvema metodama, z barvanjem s TM in štetjem pod mikroskopom ter z barvanjem 
s PI in analizo s pretočnim citometrom.  
LLO je citotoksičen za celice Jurkat že pri nizkih koncentracijah, pri 1 nM 
koncentraciji proteina je bila večina celic mrtvih, zato z višjimi koncentracijami nismo 
delali poskusov. LLOY406A je pri 1 nM proteinu povzročil nekoliko znižano viabilnost. 
LLOA318C-L334C ox pa za celice ni bil citotoksičen pri uporabljeni koncentraciji (Slika 
14).  
 
Slika 14: Viabilnost celic Jurkat ob tretiranju s PFP. A) Celice barvane s TM in opazovane s svetlobnim 
mikroskopom.  B) Meritve, pri katerih smo celice obarvali s PI ter jih opazovali s pretočnim 
citometrom. Na obeh grafih rdeča krivulja predstavlja preživetje celic tretiranih z LLO, modra 
preživetje celic tretiranih z LLOY406A in zelena krivulja preživetje celic tretiranih z oksidirano mutanto 
LLOA318C-L334C ox. Meritve so bile izvedene pri fiziološkem pH. Vsi podatki so sestavljeni iz treh 
neodvisnih poskusov z izjemo LLOA318C-L334C ox barvanih s PI, ki je bila pomerjena dva-krat. 
4.4.2 Vezikulacija suspenzijske celične linije Jurkat 
4.4.2.1 vZV, ki se sproščajo po tretiranju celične linije Jurkat z LLO 
Pri celični liniji Jurkat smo celice tretirali z 1 nM proteini. Pri LLO je bila živost celic 
zelo nizka (Slika 14), temu lahko pripišemo povečano izločanje vZV, del katerih so 
tudi verjetno apoptotska telesca (Slika 15). Pri LLOY406A imamo prav tako povečano 
izločanje vZV v primerjavi s kontrolo, čeprav pri tem proteinu in koncentraciji živost 
celic ne upade bistveno v primerjavi s kontrolo (Slika 14). Odziv celic na LLOA318C-
L334C ox je primerljiv s kontrolo (Slika 15).  
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Slika 15: Relativni delež vZV izoliranih iz supernatanta celic Jurkat tretiranih z različnimi PFP. 
Merjenje s pretočnim citometrom in barvanje veziklov s CFSE pri fiziološkem pH. V grafu so zajeti 
trije neodvisni poskusi. Pri posameznem vzorcu imamo prikazan standardni odklon. Med vzorci ni 
statistično signifikantne razlike. 
4.4.2.2 mZV, ki se sproščajo po tretiranju celične linije Jurkat z LLO  
Ker so celice Jurkat bile občutljive že na 1 nM LLO in LLOY406A (Slika 14), za njih 
nismo uporabljali višjih koncentracij PFP. Po tretiranju z LLO ali LLOY406A se 
velikost mZV malo poveča glede na kontrolo. mZV, nastali ob tretiranju z LLOA318C-
L334C ox, pa so po velikosti najbolj heterogeni in podobni kontroli (Slika 16).  
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Slika 16: mZV izolirani iz celične linije Jurkat, velikost delcev pri tretiranju celic z 1 nM PFP.  Delci 
so bili izmerjeni sveži, takoj po izolaciji ter neobarvani, s tehniko dinamičnega sipanja svetlobe (DLS) 
pri fiziološkem pH. Rezultati so sestavljeni iz 2 neodvisnih poskusov in 6 meritev. Kontrola predstavlja 
mZV celic, ki niso bile tretirane s PFP. Črta na sredini rezultatov posameznih tretiranj predstavljajo 
mediano.  
4.5 ODZIV CELIČNE LINIJE K-562 NA LLO 
4.5.1 Viabilnost suspenzijske celične linije K-562 
Viabilnost smo spremljali vzporedno pri izolaciji ZV, kot pri celicah Jurkat, opisano 
v poglavju 4.4.1. Pri pH 7,4 je bil za celice najbolj citotoksičen LLO. Največjo 
citotoksočnost za celice pa je pokazal LLO pri pH 6 (Slika 17). Pri LLOY406A se je pri 
100 nM proteinu pri pH 7,4 izkazalo, da se nekoliko zmanjša viabilnost celic, čeprav 
tega pri rezultatih s PrestoBlue (Slika 10) nismo opazili niti pri bistveno višjih 
koncentracijah proteina (10 µM). LLOY406A pri fiziološkem pH se je pokazal za rahlo 
citotoksičnega (~ 10 % manj živih celic kot pri kontroli) pri barvanju s PI in merjenjem 
s pretočnim citometrom, pri analizi s PrestoBlue pa ni bil citotoksičen niti pri 100-
krat višji koncentraciji. Pri pH 6 je LLOY406A po citotoksičnosti med LLO pri pH 6 ter 
LLO pri pH 7,4. Pri pH 7,4 je LLOA318C-L334C ox bolj toksičen za celice kot LLOY406A  
(Slika 17). 
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Slika 17: Viabilnost celic K-562 ob tretiranju s PFP. A) celice barvane s tripan modrim in opazovane 
s svetlobnim mikroskopom. B) meritve pri katerih smo celice obarvali s propidijevim jodidom (PI) 
ter jih opazovali s pretočnim citometrom. Meritve so bile izvedene pri fiziološkem pH, razen v 
primeru ko je označeno drugače. Grafi so sestavljeni iz minimalno dveh neodvisnih poskusov, razen 
pri proteinu LLOA318C-L334C, pri koncentraciji 0, 1 in 100 nM ter pri meritvah pri pH 6, kjer imamo 
za posamezne meritve le en podatek.  
4.5.2  Vezikulacija suspenzijske celične linije K-562 
4.5.2.1 vZV, ki se sproščajo po tretiranju celične linije K-562 z LLO 
Kvantifikacija vZV je potekala z barvanjem z Annexinom V, ter merjenju na 
pretočnem citometru, kjer smo določili relativno število delcev vZV, ki se sproščajo 
po tretiranju celične linije K-562 z LLO in njegovima dvema mutantoma. Poskuse 
smo ponovili pri različnih koncentracijah proteinov. Za primerjavo med odzivom celic 
na različne proteine smo uporabili 10 nM koncentracijo proteinov (Slika 18), za 
natančnejši odziv pa smo naredili še izolacijo vZV pri litični in dveh sublitičnih 
koncentracijah LLO in LLOY406A, pri pH 7,4 in pH 6 (Slika 19).  
Koncentracija 10 nM LLO je litična za celice K-562 (Slika 17), zato je pričakovano 
veliko veziklov. Pri mutantih koncentracija 10 nM ni litična. Pri LLO je bila viabilnost 
celic preverjena s TM 0 %, pri obeh mutantih pa je bila enaka kot pri kontroli. Celice 
so se z največjim izločanjem vZV odzvale na LLO, vendar je zaradi nizke viabilnosti 
v vzorcu verjetno prisotnih veliko apoptotskih telesc. Če primerjamo mutanta vidimo, 
da se celice bolj odzovejo na LLOY406A, pri katerem celice izločajo več vZV kot 
kontrola. Pri mutantu LLOA318C-L334C ox pa izločanje vZV glede na kontrolo celo 
upade (Slika 18).  
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Slika 18: Relativni delež vZV izoliranih iz supernatanta celic K-562 tretiranih z različnimi PFP, pH 
7,4. Merjenje s pretočnim citometrom in barvanje veziklov z Annexinom V. V grafu so zajeti trije 
neodvisni poskusi. Pri posameznem vzorcu imamo prikazano aritmetično sredino ter standardni 
odklon. Z zvezdico so označeni vzorci, ki se statistično signifikantno razlikujejo (p < 0,05).   
Pri litičnih koncentracijah proteinov LLO in LLOY406A  opazimo povečano izločanje 
vZV glede na kontrolo. Delež izločenih vZV v primerjavi s kontrolo je višji pri litičnih 
in sublitičnih koncentracijah LLO pri pH 6 v primerjavi z litičnimi in sublitičnimi 
koncentracijami LLO pri pH 7,4. Pri obeh pH se izločanje vZV celic tretiranih z 
litičnimi in 10-krat manjšo koncentracijo LLO od litične poveča. Pri tretiranju celic z 
LLO s sublitičnimi koncentracijami, ki so 100-krat manjše od litične, lahko opazimo, 
da se nekoliko zmanjša izločanje vZV v primerjavi s kontrolo pri obeh pH. Pri 
LLOY406A se delež vZV pri sublitičnih koncentracijah ni bistveno razlikoval v 
primerjavi s kontrolo pri nobenem od testiranih pH. Pri pH 6, pri katerem sta LLO in 
LLOY406A bolj aktivna kot pri fiziološkem pH, lahko vidimo, da je količina vZV pri 
litični koncentraciji približno 4-krat večja kot pri kontroli, medtem ko se pri litičnem 
LLO pri fiziološkem pH poveča le za 2,6-krat (Slika 19). 
Pri 10 nM LLOY406A vzorcu je bil delež vZV v povprečju treh meritev 1,7-krat večji 
od kontrole (Slika 18), na sliki 19 pa so bili samo malo povečani. To lahko morda 
pripišemo temu, da so bili ti vzorci vZV izjemoma zamrznjeni. Zamrzovanje ni 
problematično pri mZV, pri večjih veziklih pa lahko pride do poškodb.  
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Slika 19: Relativni delež vZV izoliranih iz supernatanta celic K-562 tretiranih z različnima PFP pri 
sublitičnih in litičnih koncentracijah v različnem pH. Merjenje s pretočnim citometrom in barvanje 
veziklov z aneksinom V. Vzorci so bili zamrznjeni neobarvani, nato pa na hitro odtajani kot celice ter 
pobarvani z aneksinom V. Vsak stolpec predstavlja en neodsivsen poskus.  Pri grafu A) si koncentracije 
sledijo: 0,01, 0,1 in 1 nM LLO. Pri grafu B) si koncentracije sledijo: 0,0001, 0,001 in 0,01 nM LLO. 
Pri grafu C) si koncentracije sledijo: 1 in 10 nM LLOY406A. Pri grafu D) si koncentracije sledijo: 0,01, 
0,1 in 1 nM LLOY406A. 
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4.5.2.2 mZV, ki se sproščajo po tretiranju celične linije K-562 z LLO 
4.5.2.2.1 Delež mZV, ki se sproščajo po tretiranju celične linije K-562 z LLO 
Število delcev mZV smo izmerili z napravo NTA. Pri celicah tretiranih z LLO pri 
fiziološkem pH smo zaznali največ sproščanja mZV pri vseh uporabljenih 
koncentracijah proteina (Slika 20 A)). Pri LLO pri pH 6 je bilo število mZV v 
primerjavi s kontrolo pri litični koncentraciji za polovico večje od kontrole, pri obeh 
sublitičnih koncentracijah pa za več kot polovico manjše. Pri proteinu LLOY406A sta 
pri obeh pH najnižji uporabljeni koncentraciji proteina primerljivi s kontrolo. Pri 
fiziološkem pH se pri 100 nM LLOY406A delež mZV nekoliko poveča, čeprav je 
preživetje celic neokrnjeno (viabilnost 98%). Pri pH 6 in LLOY406A opazimo 
zmanjšano izločanje mZV predvsem pri višjih koncentracijah proteinov. Pri vseh 
tretiranjih, kjer smo lahko določili litične koncentracije, je bilo izločanje mZV 
najmanjše pri 10-krat manjši koncentraciji od litične (Slika 20).  
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Slika 20: Relativni delež mZV izoliranih iz supernatanta celic K-562 tretiranih z različnima PFP v 
različnem pH. Meritve so bile opravljene z napravo NTA. Vsak stolpec predstavlja en neodvisen 
poskus, normaliziran s kontrolo, ki je predstavljala celice tretirane na enak način brez dodatka PFP 
(kontrola=1). A) koncentracije LLO si sledijo: 0,01 nM (100x manjša od litične), 0,1 nM (10x manjša 
od litične) in 1 nM (litična). B) koncentracije LLO si sledijo: 0,001 nM (100x manjša od litične), 0,01 
nM (10x manjša od litične) in 0,1 nM (litična). C) koncentracije LLOY406A si sledijo: 10 in 100 nM. D) 
koncentracije LLOY406A si sledijo: 0,01 nM (100x manjša od litične), 0,1 nM (10x manjša od litične) in 
1 nM (litična). Pri grafu C) ne govorimo o litičnih in sublitičnih koncentracijah, saj jih pri LLOY406A 
pri fiziološkem pH nismo določili, protein ni bil litičen.  
4.5.2.2.2 Velikost delcev mZV, ki se sproščajo po tretiranju celične linije K-562 z 
LLO  
Po tretiranju z LLO se velikost mZV poveča glede na negativno kontrolo. Velikostni 
razpon mZV pri tretiranju celic z mutantom LLOY406A je zelo podoben kot pri 
netretiranih celicah. Mutant LLOA318C-L334C ox pa spodbudi izločanje nekoliko večjih 
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mZV, ki so pri celicah K-562 podobne velikostim mZV celic tretiranih z LLO (Slika 
21). 
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Slika 21: mZV izolirani iz celične linije K-562, velikost delcev pri tretiranju celic z 10 nM PFP. Delci 
so bili izmerjeni sveži, po izolaciji, ter neobarvani, s tehniko dinamičnega sipanja svetlobe (DLS) pri 
fiziološkem pH. Rezultati so sestavljeni iz 2 neodvisnih poskusov in 6 meritev pri fiziološkem pH. 
Kontrola predstavlja mZV celic, ki niso bile tretirane s PFP. Črta na sredini rezultatov posameznih 
tretiranj predstavlja mediano.  
4.6 PRISOTNOST LLO V ALI NA ZV CELIČNE LINIJE K-562 
Zanimalo nas je, ali se LLO, ko z njim tretiramo celice tudi veže na ZV, ki jih celice 
izločajo. To naj bi bil en izmed mehanizmov, kako se celice znebijo odvečnega LLO 
(Atanassoff in sod., 2014). Vezavo LLO na ZV smo preverili s prenosom po Westernu 
(Slika 22). LLO kontrola s polihistidinskim repkom (His-tag) je dobro vidna, kar 
pomeni, da so izbrana protitelesa dobra. Pri številki 1, ki je negativna kontrola, torej 
predstavlja vZV celic, ki niso bile tretirane s proteinom, opazimo nečistočo velikosti 
80-100 kDa. Pri številkah 2 in 3 ni vidnega LLO-His. Pri številki 4 (tretiranje z 1 nM 
LLO-His) pa opazimo nečistočo podobne velikosti kot pri kontroli, pod njo pa se malo 
manj vidi lisa, ki je glede na velikost verjetno LLO-His. Lise v tej velikosti ni v 
negativni kontroli. Pri številkah od 5 do 6 je nanešen supernatant, ki je ostal po 
izolaciji mikroveziklov. Le ta vsebuje mZV in ostanek LLO-His, ki ni vezan na celice 
ali vZV. V supernatantu LLO-His proteina nikjer ne opazimo, protein se na mZV ne 
veže ali pa se veže v bistveno manjši meri kot na vZV.  
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Slika 22: PVDF membrana po prenosu western (WB). Po vrsti nanešeni vzorci: Magic Mark standard; 
LLO-His; 1- vZV kontrola; 2 - vZV 0,01 nM LLO-His; 3 - vZV 0,1 nM LLO-His; 4 - vZV 1 nM LLO-
His, Magic Mark standard, 5 - sup. (supernatant) kontrola, 6 - sup. 0,01 nM LLO-His, 7 - sup. 0,1 nM 
LLO-His, 8 - sup. 1 nM LLO-His in Magic Mark standard. Z modro puščico je označena lisa, ki ustreza 
velikosti LLO-His.  
4.7 MORFOLOŠKE SPREMEMBE CELIC K-562 OB TRETIRANJU S PFP 
Morfološke spremembe na membrani celic smo opazovali s konfokalnim 
mikroskopom in različnimi barvili. Zanimali sta nas predvsem oblika celic (ali so 
kljub tretiranju s proteini ohranile svojo obliko) ter morebitne večje opazne 
spremembe v integriteti membrane ter jedra.  
Pri opazovanju celic s konfokalnim mikroskopom (Slika 23 in Slika 24) smo celice 
tretirali enako kot pri izolaciji ZV, po 30 minutni inkubaciji s PFP pa smo jih pobarvali 
z izbranimi barvili. Na slikah je opazna nekoliko večja granuliranost in nepravilna 
oblika celic tretiranih z LLO in LLOY406A. Celice ponekod niso okrogle kot pri 
kontroli. Barvilo Vybrant DiD (Slika 23) se iz neznanega razloga ni vezalo na vse 
celične membrane. Močneje pa se je vezalo na poškodovane membrane celic tretiranih 
z LLO in LLOY406A, tam tudi opazimo večjo koncentracijo barvila, kar je na sliki 23 
označeno z belimi puščicami. Od kontrole najbolj odstopajo celice tretirane z LLO 
(Slika 24). S kontrolo pa so najbolj primerljive celice tretirane LLOA318C-L334C ox. 
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Slika 23: Tretiranje celic s PFP, barvanje z barviloma Hoechst in DiD in opazovanje pod konfokalnim 
mikroskopom. Merilo na vseh slikah je 30 µm. Uporabili smo sublitične koncentracije proteinov, ki 
smo jih določili v poskusu s PrestoBlue. S puščicami so pokazani primeri poškodovanih celic. 
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Slika 24: Tretiranje celic s PFP, barvanje z barviloma Hoechst in WGA Alexa Flour 488  in opazovanje 
pod konfokalnim mikroskopom. Merilo na vseh slikah je 30 µm. Uporabili smo sublitične 
koncentracije proteinov, ki smo jih določili v poskusu s PrestoBlue. S puščicami so pokazani primeri 
poškodovanih celic. 
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5 RAZPRAVA 
PFP so znani po tem, da s tvorbo por v celičnih membranah porušijo njeno integriteto 
in lahko kot končno posledico povzročijo apoptozo. Ugotovljeno je bilo, da vplivajo 
na ionsko ravnovesje ter celo razpad genomske DNA (Guzman in sod., 1996). Proteini 
PFP s tvorbo por celico prisilijo k popravljanju membrane, kar se lahko izraža tudi v 
izločanju ZV.  
5.1 LLO JE NAJBOLJ AKTIVEN V GOJIŠČU BREZ HOLESTEROLA 
S testom hemolize smo iskali najprimernejšo gojišče za izvedbo tretiranja celic s PFP 
ter nato izolacijo ZV. Želeli smo ugotoviti, kako sestava gojišča, predvsem pa 
prisotnost HIFBS vpliva na aktivnost proteinov. Veliko laboratorijev uporablja za 
izolacijo ZV HIFBS z odstranjemimi ZV. S tem omogočijo lažjo in zanesljivejšo 
analizo rezultatov, saj je zagotovoljeno, da izolirani ZV izvirajo iz celic. Obstajajo pa 
deljena mnenja glede izolacije ZV iz različnih gojišč, brez ali pa z dodatkom HIFBS. 
Nekateri namreč menijo, da se celice obnašajo drugače v gojišču brez HIFBS do te 
mere, da dobimo nepravi oziroma spremenjen odziv celic. Pri našem poskusu je 
najhitrejša hemoliza potekla pri obeh osnovnih gojiščih brez kakršnih koli dodanih 
substanc, zato smo se odločili, da bomo za tretiranje celic s PFP ter izolacijo ZV 
uporabljali osnovna gojišča (brez dodatka HIFBS). Z izbiro osnovnih gojišč smo se 
tudi izognili kontaminaciji naših vzorcev z ZV, ki so prisotni v HIFBS. Hemoliza je 
najpočasneje potekla pri osnovnih gojiščih s HIFBS brez ZV. Mi pa smo pričakovali, 
da bo najpočasneje potekla v rastnem gojišču. Morda v osnovnem gojišču s HIFBS 
brez ZV zaradi ultracentrifugiranja ostane prisoten holesterol, ki se je sprostil iz 
veziklov, ki jih vsebuje HIFBS; na ta holesterol se lahko veže LLO in s tem postane 
manj aktiven. 
5.2 CELIČNE LINIJE SE RAZLIČNO ODZOVEJO NA POROTVORNE 
PROTEINE  
V magistrski nalogi smo uporabili različne celične linije. Celična linija K-562 je 
suspenzijska limfoblastna celična linija, ki nima prisotnega poglavitnega 
histokompatibilnostnega kompleksa I ( ang. major histocompatibility complex I; 
MHC I). Limfocitna celična linija Jurkat se pogosto uporablja v študijah 
toksikološkega preizkušanja zdravil za zdravljenje raka in za odziv na radiacijo, saj 
se je izkazala za zelo občutljiv celični model. Tudi pri naših eksperimentih se je Jurkat 
celična linija izkazala za izjemno občutljivo na parametre gojenja, predvsem pa na 
tretiranje s PFP; zaradi spremenljivega odziva smo z njo naredili najmanj poskusov. 
Caco-2 celice so kot črevesne epitelijske celice lahko izpostavljene snovem, ki jih 
zaužijemo. Okužba z L. monocytogenes je ponavadi pogojena z zaužitjem okužene 
hrane. Narejenih je že nekaj raziskav, ki povezujejo odziv celične linije Caco-2 in 
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LLO (Cajnko in sod., 2015). Gre za pritrjene celice, ki jih je enostavno tretirati s 
proteini, je pa težje slediti živost celic vzporedno z izolacijo ZV. 
Proteini iz družine CDC so ligandi za receptor TLR4 (ang. Toll-like receptor 4), 
katerega aktivacija vodi v produkcijo signalnih citokinov, ki sproži prirojen imunski 
odziv (Malley in sod., 2003; Park in sod., 2004). Prisotnost TLR receptorjev je bila 
potrjena pri celični liniji K-562 (Chen in sod., 2013), ki smo jo največ uporabljali v 
magistskem delu. TLR receptorji so prisotni tudi pri celični liniji Jurkat (Dai in sod., 
2009). Pri CaCo-2 celični liniji pa so ugotovili, da imajo prisotne različne TLR 
receptorje, vendar se njihovo število ne spremeni, čeprav so celice izpostavljene rodu 
Bacillus in drugim gram-pozitivnim in gram-negativnim bakterijam, ki izločajo PFP. 
PFP lahko namreč s svojo prisotnostjo stimulirajo vgrajevanje novih TLR receptorjev 
(Furrie in sod., 2005). Na podlagi odziva TLR receptorjev lahko pričakujemo celični 
odziv tudi na mutanta LLO, ki ne tvorita por v membrane, zaradi vezave na TLR 
receptorje vsaj pri suspenzijskih celičnih linijah. Znano je, da lahko ZV vplivajo na 
aktivacijo TLR receptorjev (Campos in sod., 2015); obratno, torej izločanje ZV kot 
posledica aktivacije TLR receptorjev, pa še ni poznano.  
Prisotnost in odziv MHC I in TLR receptorjev je pokazana pri celični liniji Jurkat (K-
562 nima MHC I, Caco-2 celice pa se niso odzivale na prisotnost PFP s spremembo 
količine TLR receptorjev na membrani), kar kaže na to, da bi bila celična linija Jurkat 
lahko najbolj občutljiva na PFP. To se je pri naših poskusih tudi potrdilo glede 
viabilnosti kot tudi vezikulacije te celične linije.  
5.2.1 Viabilnost med celičnimi linijami ni primerljiva  
Pritrjene Caco-2 celice smo za  posamezen eksperiment viabilnosti gojili 3 tedne, na 
mikrotitrnih ploščah tvorijo enotne monosloje, zato so tudi meritve med posameznimi 
eksperimenti primerljive. Caco-2 celice so v primerjavi s suspenzijskimi K-562 in 
Jurkat bolj odporne na uporabljene PFP (Slika 10, Slika 12, Slika 14). To je lahko 
delno posledica apliciranja LLO samo z apikalne strani, posledica dolgega gojenja in 
tega, da tvorijo čvrst monosloj s tesnimi stiki. Poleg tega so Caco-2 celice črevesne 
epitelijske celice in so tudi v izvornem okolju lahko izpostavljene toksinom.  
Pri celicah Jurkat je živost ob tretiranju z različnimi proteini precej nihala, viabilnost 
je bila bistveno nižja pri tretiranju s PFP v primerjavi z drugima celičnima linijama 
(Slika 12, Slika 14 in Slika 17). Pri 1 nM proteinu je bila živost celic pri celični liniji 
Caco-2 100 %, pri celični liniji K-562 od 58-87 % in pri celični liniji Jurkat od 0-3 %. 
LLOY406A je bil citotoksičen za Jurkat že pri koncentraciji 1 nM, medtem ko za celice 
K-562 sploh ni bil citotoksičen (Slika 14, Slika 17). LLOY406A pri fiziološkem pH ne 
tvori por v celične membrane, zato je očitno samo njegova prisotnost in/ali vezava na 
celice delovala citotoksično. 
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Pri K-562 celicah ima največji citotoksičen učinek LLO pri pH 6, najmanjšega pa 
LLOY406A pri fiziološkem pH. Zaradi karakteristik proteina (Kisovec, 2017) smo 
pričakovali, da bo LLO pri fiziološkem pH ustrezal citotoksičnosti LLOY406A pri pH 
6. Ugotovili smo, da sta oba proteina pri pH 6, čeprav se nekoliko razlikujeta v 
aktivnosti, litična za K-562 celice pri 1 nM koncentraciji.  
Vsa tretiranja suspenzijskih celic kažejo nekoliko manjšo splošno preživetje celic pri 
merjenju viabilnosti s pretočnim citometrom in barvanju s PI v primerjavi z 
opazovanjem celic pod svetlobnim mikroskopom in barvanjem s TM (Slika 14 in 
Slika 17). Pri PI preteče več časa od tretiranja do meritve zaradi samega protokola, 
kar bi lahko bil poglavitni vzrok za te razlike v rezultatih. Pri barvanju s TM celice 
takoj ob koncu inkubacije s PFP zmešamo z barvilom in nemudoma preštejemo na 
števni komori pod mikroskopom. Pri merjenju na pretočnem citometru pa inkubaciji 
s PFP sledi centrifugiranje, resuspendiranje celic v ustrezni količini PBS in dodajanje 
PI. Šele nato celice pomerimo na pretočnem citometru. Predvsem centrifugiranje je 
lahko problematično, saj lahko povzroči dodatne poškodbe pri že oslabljenih celicah 
zaradi tretiranja s PFP ter zato predčasno apoptozo. Zdrave oziroma nepoškodovane 
celice se ne poškodujejo ob takem centrifugiranju. Pri meritvah pa je viden rahel upad 
viabilnosti tudi pri kontroli, barvani s PI, kar kaže da je ta proces težaven tudi za 
netretirane celice. 
5.2.2 Določanje litičnih in sublitičnih koncentracij PFP pri celicah K-562  
Za izolacijo vZV in mZV je ključna viabilnost celic. Če želimo spremljati celični 
odziv preko izločanja mikroveziklov in eksosomov (vZV in mZV) je priporočeno, da 
imamo večino celic v vzorcu živih, torej uporabljamo sublitične kontentracije 
proteinov. V primeru, da je preveč celic mrtvih, dobimo v vzorcih še apoptotska 
telesca ter različne ostanke organelov ter nemembranskih struktur razpadlih celic 
(Lötvall in sod., 2014). Zato smo se odločili, da pri celični liniji K-562, ki se je po 
naših poskusih izkazala za najbolj primerno zaradi najbolj stalnega odziva, pred 
izolacijo ZV določimo litične in sublitične koncentracije proteinov. Prisotnost 
apoptotskih telesc in drugih ostankov mrtvih celic v naših vzorcih smo sicer zmanjšali 
v postopku izolacije ZV tako, da smo pred izolacijo vZV in mZV uvedli še dodaten 
korak centrifugiranja, s katerim smo odstranili večinski del motečih ostankov. LLO 
pri pH 6 je bil pričakovano najbolj toksičen za celice. LLO je imel močno litično 
aktivnost tudi pri fiziološkem pH, medtem ko je bil LLOY406A  pri fiziološkem pH 
neaktiven in mu nismo mogli določiti litične koncentracije. LLOY406A se je izkazal za 
aktivnega samo pri pH 6 in pH 5,5 (Slika 11). Pri LLOA318C-L334C smo pričakovali 
večje razlike v aktivnosti proteina med oksidiranim in neoksidiranim proteinom. 
Protein v reducirani obliki naj bi deloval podobno kot divji tip LLO, medtem ko bi 
naj bil oksidiran protein neaktiven (Cajnko in sod., 2015), v naših poskusih se je 
oksidiran protein izkazal za litičnega pri višjih koncentracijah (Slika 10). 
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Citotoksičnost LLOA318C-L334C ox smo pripisali temu, da so v gojišču reducirajoči 
pogoji, zato se protein sčasoma reducira in postane aktiven. Celice s PFP smo 
inkubirali pol ure, v tem času lahko pride do redukcije proteina in ponovne delne 
aktivacije. S PrestoBlue smo uspeli določiti okvirne sublitične in litične koncentracije, 
ki smo jih nato uporabili kot smernice za nadaljno izolacijo ZV (Preglednica 6). 
Sublitične in litične koncentracije proteinov smo preverjali še vzporedno z izolacijo 
ZV ter jih potrdili.  
Pri suspenzijskih celičnih linijah smo dobili bolj variabilne rezulate kot pri pritrjenih 
celicah Caco-2. Čeprav smo suspenzijske celice natančno prešteli in resuspendirali v 
primerni količini testnega gojišča, še vedno prihaja do razlik v številu celic na jamico. 
Test viabilnosti s PrestoBlue na mikrotitrnih ploščah je bolj primeren za pritjene 
celice, za monosloje. Mi smo ga prilagodili tudi za suspenzijske celice, saj smo 
ocenili, da je kljub zgoraj omenjeni pomanjkljivosti to bil za nas najboljši in najhitrejši 
način, s katerim lahko dobimo podatke za sublitične koncentracije proteinov pri K-
562 celicah. 
5.2.3 Celice izločajo vZV in mZV 
Pri merjenju izločanja količine vZV je število veziklov načeloma naraščalo z višjo 
koncentracijo proteina, z izjemo LLOA318C-L334C ox (Slika 13, Slika 15, Slika 19). 
Celice so se v primerjavi s kontrolo s povečanim izločanjem vZV najbolj odzvale na 
LLO pri pH 6. Že pri 0,01 nM koncentraciji LLO pri pH 6 (10-krat manjša 
koncentracija od litične), ko ta protein še ni citotoksičen in so celice K-562 žive v 
enaki meri kot pri kontroli, je izločanje vZV povečano 3-krat.  
Vsem celičnim linijam, ki smo jih uporabili pri našem delu, je skupno to, da se vsem 
najbolj poveča izločanje vZV ob tretiranju celic z divjim tipom LLO. Pri Caco-2 
celicah in tretiranju z LLOY406A število vZV prav tako naraste pri 100 nM proteinu v 
fiziološkem pH, kar je zanimivo glede na to, da ta protein ne vpliva na živost celic 
(Slika 12 in Slika 13). Morda se celice lahko znebijo vezanih monomerov proteina s 
tvorbo in odcepljanjem veziklov, na katere je vezan protein. 
Na napravi NTA smo analizirali mZV celic K-562. V primerjavi s kontrolo so vse 
celice, ki so bile tretirane z LLO, tako pri fiziološkem pH kot pri pH 6, izločile več 
mVZ pri litičnih koncentracijah proteinov, pri sublitični koncentraciji (10-krat manjši 
koncentraciji od litične) pa manj mZV kot kontrola (Slika 20). LLOY406A je pri 
fiziološkem pH neaktiven in ni zmožen tvoriti por, pri pH manjšem od 6,5 pa ima 
podobno aktivnost kot LLO (Kisovec in sod., 2017). Ko smo celice tretirali z 
LLOY406A pri fiziološkem pH, nismo opazili signifikantnih razlik med številom mZV 
celic tretiranih s 10 nM proteinom ter kontrolo, kar smo lahko pričakovali glede na 
njegovo neaktivnost pri tem pH, pri 100 nM proteinu pa se je količina izločenih mZV 
v primerjavi s kontrolo povečala. 
 
Špilak A. Viabilnost in vezikulacija sesalskih celic po izpostavitvi s proteinom listeriolizinom O.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
 
57 
 
Z DLS smo ugotavljali velikostni razpored delcev po ultracentrifugiranju. S tem smo 
se takoj po izolaciji mZV prepričali, da imamo v našem vzorcu delce ustreznih 
velikosti (Slika 16 in Slika 21). Rezultat meritev z DLS nam je pokazal, da so pri obeh 
suspenzijskih celičnih linijah mZV v povprečju nekoliko večji ob tretiranju z LLO v 
primerjavi z netretiranimi celicami (kontrola). mZV celic Jurkat so glede velikosti bolj 
homogeni, kot pri celični liniji K-562 (Slika 16 in Slika 21).  Pri celicah Caco-2 smo 
pri meritvah mZV z napravo DLS dobili velika odstopanja. Ker naprava DLS lahko 
naenkrat pomeri samo tri najpogostejše velikostne skupine, so bile meritve mZV celic 
Caco-2 zaradi velike heterogenosti vzorca nezanesljive in jih nismo uporabili v 
magistrski nalogi. Za natančnejšo določitev velikosti bi bila poleg NTA primerna 
metoda AF4 (Sitar in sod., 2015) za kar pa nismo imeli dovolj velike koncentracije 
mZV, da bi lahko dobili zanesljive rezultate.  
5.2.4 Celice izločajo LLO z vZV 
Da bi ugotovili, ali se LLO s pomočjo ZV izloča iz celic, smo po tretiranju s 
sublitičnimi in litično koncentracijo LLO izolirali ZV ter jih analizirali s prenosom 
western. Za ta namen smo uporabili LLO s polihistidinskim repom (LLO-His), na 
katerega so se vezala protitelesa anti-His. Predvidevamo, da je protein porazdeljen 
med različne frakcije izolatov, ter da se med izolacijo določen del proteina izgubi, 
zato smo dobili tudi slab signal. Protein smo zaznali samo pri vZV celic tretiranih z 1 
nM proteinom, pri nižjih koncentracijah pa ne, verjetno zaradi majhne količine 
proteina. Iz rezultatov lahko zaključimo, da se več proteina izloči z vZV kot z mZV, 
saj ga v supernatantu z mZV nismo zaznali. Poskus bi bilo potrebno ponoviti in 
ustrezno povečati količino začetnega materiala.  
5.2.5 Spremembe v morfologiji celic K-562 tretiranih s sublitičnimi 
koncentracijami PFP 
Morfološkim spremembam celic po tretiranju z LLO in mutantoma smo sledili s 
pomočjo konfokalnega mikroskopa (Slika 23 in Slika 24). Celice smo tretirali s 
sublitičnimi koncentracijami proteinov. Membrane celic negativne kontrole in celic 
tretiranih z LLOA318C-L334Cox so videti pravilnejših okroglih oblik, kar se sklada s 
številom izločenih ZV, ki je prav tako primerljivo med negativno kontrolo in 
sublitično koncentracijo LLOA318C-L334C ox. Najbolj spremenjene so videti membrane 
celic tretiranih z LLO in LLOY406A. Zanimivo je, da so celice tretirane s proteinom 
LLOY406A bolj nepravilnih oblik kot celice tretirane s proteinom LLOA318C-L334C ox, 
čeprav smo pri 100 nM koncentraciji dobili 80% živih celic tretiranih z LLOY406A in 
20 % živih celic tretiranih z LLOA318C-L334C ox proteinom.  
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6 SKLEPI 
- Celična linija K-562 je primerna za poskuse tretiranja z LLO, ker jo je mogoče 
zlahka gojiti, ker celice niso pritrjene in ker celice primerno reagirajo na tretiranje 
z LLO. Celična linija Caco-2 je manj primerna, ker so celice pritrjene na podlago 
in ker celice slabo reagirajo na tretiranje z LLO. Celična linija Jurkat je najmanj 
primerna za poskuse tretiranja z LLO, ker so celice izjemno občutljive na majhne 
spremembe parametrov gojenja in se močno odzivajo na tretiranje z LLO, kar 
privede do velike variabilnosti rezultatov. 
 
- Pri vseh preizkušenih celičnih linijah se celice bistveno bolj odzovejo na LLO, kot 
na oba mutanta. LLO je citotoksičen pri nižjih koncentracijah in povzoči 
najmočnejšo vezikulacijo celic. 
 
- Za celice K-562 mutant LLOY406A ni citotoksičen oziroma je delno citotoksičen pri 
visokih koncentracijah. Pri znižanju pH na 6, ta mutant postane citotoksičen, 
primerljivo s citotoksičnostjo LLO pri fiziološkem pH. 
 
- Za celice K-562 je mutant LLOA318C-L334C ox citotoksičen pri koncentraciji, ki je 
100-krat višja kot citotoksična koncentracija LLO. 
 
- Pri litičnih koncentracijah proteinov celice močno vezikulirajo. Pri sublitičnih 
koncentracijah, ki so 10-krat manjše od litične koncentracije, celice proizvajajo 
povečano količino vZV glede na kontrolo. Pri koncentracijah, ki so 100-krat manjše 
od litične, pa celice izločijo manj vZV kot netretirane kontrolne celice. 
 
- Celice K-562 izločijo povečano količino mZV pri tretiranju z litično koncentracijo 
proteina LLO. Pri sublitičnih koncentracijah (10-krat nižja koncentracija kot 
litična) LLO in LLOY406A pa se količina mZV nekoliko zmanjša glede na količino 
izločeno pri litičnih koncentracijah proteinov.  
 
- Celice K-562, ki so tretirane s sublitičnimi koncentracijami LLO ali LLOY406A se 
morfološko spremenijo, celice se povečajo, so bolj nepravilnih oblik, njihove 
membrane pa vežejo več barvila. Celice, ki so tretirane s sublitično koncentracijo 
LLOA318C-L334C ox pa ne kažejo bistvenih morfoloških sprememb. 
 
- Celice K-562 po tretiranju z LLO, le tega izločajo z vZV. Protein se ne izloča z 
mZV oziroma se z mZV izloča v bistveno manjši meri. 
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7 POVZETEK 
Zunajcelični vezikli (ZV) so pomembni faktorji pri karakterizaciji celičnega stanja. 
Celice jih uporabljajo za posredovanje informacij drugim celicam. ZV lahko delujejo 
kot mediatorji patogenosti ali regeneracije, odvisno od tipa in stadija celic, ki jih 
izločajo. V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti ali se število manjših zunajceličnih 
veziklov (mZV, pretežno eksosomi) in število večjih zunajceličnih veziklov (vZV, 
pretežno mikrovezikli), spreminja ob tretiranju celic s porotvornimi proteini (PFP) 
listeriolizinom O (LLO) in njegovima dvema mutantoma; LLOY406A in LLOA318C-L334C. 
Zanimalo nas je tudi preživetje celic ob tretiranju s temi PFP. Uporabljali smo celice 
tumorskih človeških celičnih linij Jurkat, Caco-2 in K-562. Celice smo tretirali z LLO 
in njegovima mutantoma v ustreznem testnem gojišču. Po inkubaciji celic s proteini 
smo z diferencialnim centrifugiranjem izolirali različne frakcije ZV (vZV in mZV). 
Ugotovili smo, da je preživetje celic najmanjše po tretiranju z LLO pri pH 6. Sledita mu 
LLOY406A pri pH 6 in LLO pri fiziološkem pH, nato pa LLOA318C-L334C ox pri 
fiziološkem pH in LLOY406A pri fiziološkem pH, ki ima viabilnost primerljivo s kontrolo 
in ni citotoksičen za celice K-562 in Caco-2. Pri celicah Jurkat, ki so se izkazale za 
najbolj občutljive na PFP pa je LLOY406A nekoliko zmanjšal viabilnost. Skupno pri vseh 
preizkušenih celičnih linijah je, da se celice bistveno bolj odzovejo na LLO, kot na oba 
mutanta. LLO je citotoksičen že pri nizkih koncentracijah in povzoči najmočnejše 
izločanje vZV in mZV v primerjavi s kontrolo. Pri litičnih koncentracijah proteinov 
celice močno vezikulirajo in izločijo povečano količino vZV in mZV v primerjavi s 
kontrolo. Pri sublitičnih koncentracijah LLO (10-krat manjše od litične koncentracije) 
celice proizvajajo povečano količino vZV glede na kontrolo. Količina mZV pa se pri 
sublitičnih koncentracijah (10-krat nižja koncentracija kot litična) LLO in LLOY406A 
nekoliko zmanjša glede na količino izločeno pri litičnih koncentracijah proteinov. Pri 
koncentracijah PFP, ki so 100-krat manjše od litične celice izločijo manj ali enako vZV 
in mZV kot netretirane kontrolne celice. Tretiranje celic z LLOA318C-L334C ox nima 
bistvenega učinka na vezikulacijo in je primerljivo s kontrolo. S konfokalnim 
mikroskopom in barvanjem s flurescentnimi barvili smo opazovali spremembe v 
morfologiji celic K-562 tretiranih s PFP. Ugotovili smo, da se celice K-562, ki so 
tretirane s sublitičnimi koncentracijami LLO ali LLOY406A morfološko spremenijo, 
celice se povečajo in so bolj nepravilnih oblik, njihove membrane pa vežejo več barvila. 
Pri celicah tretiranih s sublitično koncentracijo LLOA318C-L334C ox nismo opazili 
morfoloških sprememb v primerjavi s kontrolo. S prenosom western smo pokazali, da 
celice K-562 po tretiranju z LLO, le tega verjetno izločajo z vZV, ne pa tudi z mZV. 
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